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Figure 1.17. Crystal structures and specific surface area of different inorganic materials [99].  
Figure 1.18. (a) The average percentage of surface atoms as a function of the nanoparticle diameter. 
Reprinted with permission from ref. 52. (b) A structural scheme for a typical activated carbon, which 
contains highly disordered macropores (>50 nm), mesopores (2–50 nm) and micropores (<2 nm). 
The micropores contribute to a large part of its surface area, but are only available for the adsorption 
of small molecules and may be easily jammed by large molecules [100]. 
Figure 1.19. Research schematic of this PhD thesis. 
 
Figure 2.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-5/PDMS 
hybrid-film extraction. 
Figure 2.2. SEM surface images of (a) a PDMS film, and (b) 10 wt% and (c) 20 wt% ZSM-5/PDMS 
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hybrid films. (d) SEM cross-sectional view of c. 
Figure 2.3. AFM images of (a, b) a PDMS film, and (c, d) 10 wt% and (e, f) 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid films. 
Figure 2.4. (a) Relationship between the peak areas of the selected three analytes and the zeolite 
contents in the films. Influence of (b) extraction temperatures, (c) release temperatures and (d) 
release time of the selected three analytes on the 20 wt% ZSM-5/PDMS thin film extraction. (e) 
PCA plots comparing extraction efficiency of all VOCs under different extraction and release 
conditions. Extraction conditions: sample volume 50 mL, concentration 10 μg/mL (10 ppm) for each 
compound, incubation time 3 h, (a) extraction temperature 30 ºC, release continuously agitated at 
200 rpm for 30 min at 30 oC, (b) release: continuously agitated at 200 rpm for 30 min at 30 oC, (c) 
extraction temperature 30 ºC, release: left standing for 30 min and (d) extraction temperature 30 ºC, 
release: left standing at 30 oC. 
Figure 2.5. Comparison of extraction efficiencies of the PDMS (0.5 g), 20 wt% SAPO-34/PDMS 
(0.5 g), 20 wt% ZSM-5/PDMS (0.5 g), and 20 wt% ZSM-5/PDMS (1.0 g) films with peak areas of 
analytes. 
Figure 2.6. Comparison of the extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film and 
the commercial 65 μm PDMS/DVB SPME fiber. The concentration of each analyte is 1.0 ng/mL (1.0 
ppb). TFME sampling conditions (n = 3): sample volume 50 mL, temperature 30 °C, incubation time 
3 h, release temperature 30 °C, and release time 30 min. SPME sampling conditions (n = 3): sample 
volume 50 mL, room temperature, incubation time 3 h. 
Figure 2.S1. Total ion chromatograms of the as-prepared hybrid film with a with 20 wt% ZSM-5 
content. Signals with high peak intensities in the mass spectra are attributable to contamination by 
siloxane bleed (m/z 73, 207), which significantly decrease after methanol rinsing for: (1) 1 day, (2) 2 
days, and (3) 3 days. 
Figure 2.S2. Reconstructed chromatograms for 1-pentanol, 1-octanol, and benzyl alcohol extracted 
from the (1) PDMS film, and the (2) 10 wt% and (3) 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid films. 
Figure 2.S3. (a) Comparison of extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film 
with peak areas of analytes under different extraction temperature conditions. (b) Reconstructed 
chromatograms for 1-octanol and benzyl alcohol extracted from the 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid 
film under different release temperature conditions; (1) 30 °C, (2) 20 °C and 10 °C. 
Figure 2.S4. Calibration curves of twelve standard compounds. 
Figure 2.S5. Comparison of the peak areas of twelve analytes: (■) extracted from a 50 mL standard 
aqueous solution (1.0 ppm each component) using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film and (■) 
dissolved in methanol (1.0 ppm each component). 




Figure 3.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-5/PDMS 
hybrid-film extraction. 
Figure 3.2. Typical TICs Typical of VOCs contained in both saliva (a) and urine (b) samples 
collected from the same subject on the same day. 
Figure 3.3. Comparison of average peak areas showing 6 VOCs (FA ≧ 0.7) present in saliva and 
urine after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.4. The relative peak area of compounds in each class that have been detected in human (a) 
saliva and (b) urine. 
Figure 3.5. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from saliva and urine samples using a 
20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.6. Comparison of average peak areas showing VOCs present in patient and healthy subject 
saliva after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.7. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from patient's saliva samples using a 20 
wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.8. VOCs extracted from patient's saliva samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid 
film. 
Figure 3.9. Daily variability of VOCs in human urine. 
Figure 3.10. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) after TFME-
GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.11. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) after TFME-
GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.12. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from urine samples using a 20 wt% 
ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 3.13. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of A549 and OUS-11 cell lines 
via ZSM-5/PDMS hybrid bottle film extraction. 
Figure 3.14. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) A549 and OUS-11 cell lines and 
(b) A549, OUS-11 cell lines and DMEM via ZSM-5/PDMS composite thin film. 
 
Figure 4.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-5/PDMS 
composite thin film. 
Figure 4.2. Real time images of HeLa cell in culture on dish. Brightness and contrast of the all 
images were corrected. 
Figure 4.3. Real time images of HeLa cell in culture on the dish (a), and peeled off from the dish in 
the glass plate for viewing by optical microscope (b), (c). Brightness and contrast of the all images 
were corrected. 
Figure 4.4. Comparison of VOCs chromatograms from the medium with cell cultured (No. 1), free 
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medium (No. 2) and Methanol blank (No. 3). 
Figure 4.5. Peak area of VOCs that the p-value were less than 0.05 in HeLa cell culture. 
Figure 4.6. VOCs tended to increase which showed good intra-generational and inter-generational 
reproducibility. 
Figure 4.7. VOCs tended to decrease which showed good intra-generational and inter-generational 
reproducibility. 
Figure 4.8. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA (a) Score plot, 
(b) loading plot. 
Figure 4.9. Classification of VOCs involved in HeLa cell culture. 
Figure 4.10. Analysis of VOCs involved in HeLa cell culture by hierarchical cluster analysis. 
Figure 4.11. Comparison of the PDMS single film and the ZSM-5/PDMS hybrid film. 
Figure 4.12. Real time images of HeLa cell in culture with 1 ppm of pabron on dish (a) straight after 
HeLa cell seeding and (b) after 96 hours cultured. 
Figure 4.13. Confirmation of number of HeLa cell culture under normal culture condition and 
pabron administration culture condition and inter-generational reproducibility. 
Figure 4.14. Comparison of peak area of VOCs detected from HeLa cell culture under normal and 
pabron administration conditions. 
Figure 4.15. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA (a) 
cultivation results under different conditions and (b) comparison of two cell cultures samples and 
two DMEM medium control. 
 
Figure 5.1.1. Schematic diagram of human liver. 
Figure 5.1.2. Peak area of VOCs that the p-value were less than 0.05 in HepG2 cell culture. 
Figure 5.1.3. Peak area of VOCs detected in HepG2 cell culture. 
Figure 5.1.4. Peak area of 8 VOCs which showed significant increase or decrease. 
Figure 5.1.5. Analysis of VOCs components involved in HepG2 cell metabolism by PCA (a) score 
plot and (b) loading plot. 
Figure 5.1.6. Analysis of VOCs involved in HeLa cell culture by hierarchical cluster analysis. 
Figure 5.2.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-5/PDMS 
composite thin film. 
Figure 5.2.2. Schedule of HepG2 and HeLa, A549 cells culture and GC-MS analysis. 
Figure 5.2.3. Effect of HepG2 cell activity by administration of VOCs (1-butanol, cyclohexanol and 
benzyldehyde) in liquid phase. 
Figure 5.2.4. Changes in VOCs metabolism of HepG2 cell by addition of 1-butanol. 
Figure 5.2.5. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA sore plot. 
Figure 5.2.6. Relative cell number of HepG2 and HeLa, A549 cells after exposure to 1-butanol (5 
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ppm in aqueous solution). 
Figure 5.2.7. Peak area comparison of VOCs metabolic components of HepG2 cell line (red) before 
and (blue) after exposure to 1-butanol (5 ppm in aqueous solution) gas via ZSM-5/PDMS composite 
thin film. 
Figure 5.2.8. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) HepG2 cell line and (b) HepG2, 
HeLa, A549 cell lines before and after exposure to 1-butanol (5 ppm in aqueous solution) gas via 
ZSM-5/PDMS composite thin film extraction. (Hela and A549 cell nornal n = 3 and exposure n = 3, 
HepG2 cell line nornal n = 18 and exposure n = 18). 
Figure 5.2.9. (a) Relative cell number of HepG2 and Hela, A549 cell lines afrter exposure to 1-
butanol (50 ppm in aqueous solution). (b) Peak areas of 1-butanol recovered from the cell culture 
medium under 1-butanol gas exposure and normal culture condition during the continuous culture 
period of six generations. 
Figure 5.2.10. Mechanism of dynamic equilibrium of low molecular metabolites in cancer cells. 
Figure 5.3.1. Structural formula of gambogic acid (GA) and when GA was adjusted with (red) 
DMEM medium and (yellow) DMSO solvent. 
Figure 5.3.2. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via (a) ZSM-5/PDMS 
composite bottle film and (b) ZSM-5/PDMS composite midi disk. 
Figure 5.3.3. Stereomicroscope images of HepG2 cells cultured with (a,f) 0 and (b,g) 0.1, (c,h) 0.25, 
(d,i) 0.5, (e,j) 0.75 g/mL.  
Figure 5.3.4. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA. 
Figure 5.3.5. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line cultured with 
different concentration of GA that were increased or decreased. 
Figure 5.3.6. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA via ZSM-
5/PDMS mini disk extraction and bottle film extraction. 
Figure 5.3.7. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line cultured with 
different concentration of GA that showed concentration dependence via ZSM-5/PDMS hybrid mini 
disk extraction.  
Figure 5.3.8. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line cultured with 
different concentration of GA that showed concentration dependence via ZSM-5/PDMS hybrid mini 
disk extraction. 
Figure 6.1. emical structures of the compounds used for film preparation and schemetic illustration 
of an LPG fiber. 
Figure 6.2. The relationship between the grating period and the wavelength at which coupling 
occurs to a set of symmetric cladding modes (LP0,20–LP0,25), where numbers refer to the order of 
the cladding mode, LP0x, assuming that the LPG was fabricated in an optical fiber of a cut off 
wavelength of 670 nm. 
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Figure 6.3. (a)Transmission spectra of the LPG (100 μm) in Sucrose solutions of different 
concentrations. (b)Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. RI data of 
Sucrose solutions are taken from the reference. 
Figure 6.4. Transmission spectra of the LPG (110.8, 110.9, 111.1, 111.3 μm) in Sucrose solutions of 
different concentrations. Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. RI 
data of Sucrose solutions are taken from the reference. 
Figure 6.5. Schematic diagram of Layer-by-Layer method. 
Figure 6.6. Schematic of the deposition of a film containing PDDA and TSPP onto an LPG optical 
fiber. 
Figure 6.7. Changes in the transmission spectra of the LPG optical fiber as the number of layers 
deposited (marked next to each line) increased, when the outermost layer was (a) PDDA and (b) 
TSPP. 
Figure 6.8. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP alternate film produced using five 
deposition cycles when the outermost layer was (a) PDDA and (b) TSPP. The insert in (b) shows the 
relationships between the absorbances at 429, 485, and 700 nm and the number of deposition cycles 
performed. 
Figure 6.9. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP film deposited using five cycles before and 
after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution, and transmission spectra 
of a PDDA/TSPP film deposited using fifteen cycles before and after the film was exposed to HCl 
vapor produced by a 0.1 M HCl solution. 
Figure 6.10. (a) Changes in the transmission spectra and (b) responses of the sensor when the LGP 
sensor coated with a PDDA/TSPP film produced using fifteen deposition cycles was exposed to 
ammonia gas, where 0 ppm means pure water vapor (containing no ammonia). 
Figure 6.11. Comparison of the wavelength shifts after exposed to 100 ppm ammonia and the 
transmission changes obtained using the sensors with films produced using six, nine, and fifteen 
deposition cycles. 
Figure 6.12. (a) Evolution of the UV–vis absorption spectrum of a PDDA/TSPP film produced 
using five deposition cycles on a quartz plate. The black line is for the as-prepared film, the green 
line for the film after it had been exposed to HCl vapor produced by a 1.0 M HCl solution, and the 
blue line is for the film after it had been exposed to ca. 500 ppm ammonia gas. (b) Schematic of the 
mechanism through which the PDDA/TSPP film deposited on an LPG fiber senses ammonia. 
Figure 6.13. Chemical structures of the compounds used for film preparation and schemetic 
illustration of an LPG fiber. 
Figure 6.14. TS changes of the LPG optical fibre after deposition of PAA: (a) PAH/PAA and (b) 
PDDA/PAA films, respectively. 
Figure 6.15. (a) TS changes of the LPG fibre modified with a 7-cycle PAH/PAA film at the exposure 
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to different concentrations of ammonia gas and (b) dependence of wavelength shifts and TS changes 
of the 2nd resonance band upon the ammonia gas concentration. 
Figure 6.16. (a) Reflection spectra of the films with different PAA deposition layers and (b) film 
thicknesses calculated from the reflection spectra. (c) Reflection spectra of the 7-cycle PAH/PAA 
film after exposure to different concentrations of ammonia gas and (d) the corresponding OT 
changes. 
Figure 6.17. AFM images of the surface morphology of the 7-cycle (a and b) PDDA/PAA and (c 
and d) PAH/PAA films before (a and c) and after (b and d) exposure to ammonia gas (3000 ppm), 
respectively. 
Figure 6.18. (a) Thickness changes of the PAH/PAA and (PAH/PAA)1PAH films after exposure to 
ammonia gas (3000 ppm). Schematic illustration explains the mechanism of the morphological 
changes of both films. 
Figure 6.19. Schematic illustration of the morphology change in the PAH/PAA film after exposure 
to ammonia gas. 
Figure 6.20. Chemical structures and abbreviations of the compounds used for molecular imprinting 
and photodegradation experiments. 
Figure 6.21. Schematic illustration of the process of modifying the surface of the optical fiber LPG 
with a molecularly imprinted film. 
Figure 6.22. TS of the LPG optical fiber upon deposition of the (a) TMPyP/TiO2 film and (b) NI-
film for 4.5 h, and after heat-treatment at 60 °C (humidity 90 %) for 12 h, measured in water and air. 
Figure 6.23. Comparison of the SEM images of the films deposited on silicon wafers. (a) NI-film 
after 4.5 h deposition and (b) after 12 h heat treatment at 60 °C. (c) TMPyP/TiO2 film after 4.5 h 
deposition and (d) after 12 h heat treatment at 60 °C; The insets in (b) and (d) show photographs of 
the NI-film and TMPyP/TiO2 film prepared on the silicon substrate, respectively. 
Figure 6.24. TS of the MI-film-modified LPG upon rebinding with different concentrations of 
TMPyP in (a) water and (b) air. (c) Calibration curves plotted from wavelength shifts of the 1st and 
2nd resonance bands in water, and the 2nd resonance band in air. 
Figure 6.25. Comparison of the wavelength shifts upon exposure to the template and guest 
molecules for the MI- and NI-films. 
Figure 6.26. (a) UV–vis absorption spectra of the MI-film before and after heat treatment at 60 and 
90 °C and upon TMPyP removal and rebinding in a 100 μM solution. The pink line shows the UV–
vis spectrum of a TMPyP solution (10 M). (b) The photodegradation of TMPyP on the MI-films, 
which are prepared without heat treatment (black line), with heat treatment at 60 °C (red line), and 
with heat treatment at 90 °C (blue line), under UV irradiation assessed from the absorbance at 422 
nm. 
Figure 6.27. TS of the MI-film-modified LPG sensor prepared to explore its photocatalytic activity 
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and (b) dynamic intensity changes of the MI-film-modified LPG sensor due to TMPyP rebinding 
measured at 800 nm under indoor visible light and under UV irradiation. 
Figure 6.28. Schematic diagram of photocatalytic function of titanium oxide thin film. 
Figure 6.29. Structures of the chemicals used in this study. 
Figure 6.30. (a) UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different concentrations 
and (b) dynamic responses obtained from the formula of A520+1/A700+1. 
Figure 6.31. (a) Visual color changes of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different 
concentrations (from 0 to 50 μM). (b) TEM image of aggregated c-AuNPs in a SPM solution at 2.5 
M. 
Figure 6.32. pH of SPM solutions at different concentrations with (○) and without (□) c-AuNPs. 
Figure 6.33. Calibration curves of A520+1/A700+1 vs. concentrations of amine compounds including 
c-AuNPs. Inset shows a linear dependence of A520+1/A700+1 on the DAH concentration. 
Figure 6.34. (a) UV-vis spectra changes of c-AuNPs due to addition of a different volume of SPM at 
5 μM in water and (b) absorbance changes at 520 and 700 nm. 
Figure 6.35. UV-vis spectra of c-AuNPs with (a) a diameter of 5 nm and (b) a 1:1 mixture of 5 and 
20 nm in diameter in an aqueous solution of SPM at 2.5 μM. 
Figure 6.36. UV-vis spectra of c-AuNPs with a diameter of 20 nm (solid line in all figures) when 
diluted with (a) water and urine samples from three healthy volunteers: (b) A, (c) B, and (d) C with 
(dotted lines) and without (dashed lines) 2.5 μM SPM, respectively. 
Figure 6.37. UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of amino acids at 500 μM. 
Figure 6.38. Schematic illustration of synthesis of cationic gold nanoparticles (AuNPs+). 
Figure 6.39. (a) UV–vis spectrum of AuNPs+ (0.5 mg mL-1 in water) and (b) TME image of 
AuNPs+. Inset of (a) shows the size distribution diagram of AuNPs+. 
Figure 6.40. UV–vis spectral changes during the 10-cycle film deposition of AuNPs+ with an 
alternate layer of (a) PAA and (b) PSS on quartz substrates. Insets show absorbance increases at 229 
and 544 nm. 
Figure 6.41. (a, c) UV–vis spectra measured after the film was exposed to the ammonia gas 
vaporized from a solution of 1 wt% ammonia for 30 min and immersed in a solution of HCl in water 
(0.1 M) for 15 min for the 10-cycle AuNPs+/PAA and AuNPs+/PSS films, respectively. (b, d) Shifts 
of SPR absorption maximum and absorbance changes at 299 and 544 nm for each film. 
Figure 6.42. Comparison of FTIR spectra of (a) 1 and a 10-cycle AuNPs+/PAA film on a gold-
coated glass substrate (b) before and (c) after exposure to ammonia gas and (d) after HCl treatment. 
Adopted wavenumbers: (i) 3296, (ii) 2917, (iii) 2850, (iv) 1720, (v) 1639, (vi) 1544, (vii) 1453, and 
(viii) 1414 cm−1. 
Figure 6.43. Schematic illustration of the correlation between the optical and morphological changes 




















第 2 章では、水溶液中の VOCs を高感度に抽出できる ZSM-5（ゼオライト）/PDMS
（ジメチルポリシロキサン）ハイブリッド薄膜を開発し、ガスクロマトグラフィー/質量分析
法（GC-MS）による VOCs の同定を記述した。その結果、ZSM-5/PDMS 薄膜は、水溶
液中の多様な VOCsへの抽出率の向上を実現した。 



















第 5 章では、HepG2 細胞（ヒト肝がん）を培養し、VOC バイオマーカーの解明を試
みた。ヒト肝臓由来の分化細胞株の HepG2 は、ウイルス感染がないため、肝細胞がん
モデルとして使用できる純粋な細胞株である。結果として、7 成分が有意差を示し、潜
在的な HepG2 細胞の VOC バイオマーカーである。また、HepG2 細胞を潜在的な



































Cancer is one of the major causes of death in the world. It is expected that survival rate 
will increase if early detection of cancer is possible. Therefore, noninvasive diagnostic 
and specific testing methods for the early detection of different types of cancer is required. 
Genomics, proteomics, bioinformatics, and in recent years metabolomics which became 
a hot topic, is helps to understand the interaction and the mutual relationship between the 
genetic variation and the pathogenesis of the disease. In particular, recently, metabolites 
(molecular weight≦1 kDa) in body fluids such as urine and plasma can be quantitative 
and qualitative using various spectroscopic methods, therefore, analysis of metabolites 
provides information metabolic phenotype and it can be applied to individualized 
medicine and public health. However, there are few cancer biomarkers with high 
sensitivity and specificity that can be applied to routine examination, and discovery of 
novel cancer biomarkers is an urgent matter. In recent years, volatile organic compounds 
(VOCs) are being recognized as biomarkers for diseases such as cancer. Analysis of 
VOCs is one of the most promising metabolomics approaches, which could potentially 
serve as a reliable, noninvasive and specific test for the early detection of different types 
of cancer. In this thesis, analysis of cancer biomarkers from VOCs generated cancer cell 
culture and body fluids (saliva and urine) was investigated and a new noninvasive and 
high reliability diagnostic method for the early detection of cancer was established. 
This thesis consists of seven chapters. 
Chapter 1, scribes the research background, purpose and the composition of the thesis. 
Chapter 2, ZSM-5 zeolite-loaded poly(dimethylsiloxane) (PDMS) hybrid thin films 
were demonstrated for efficient thin-film microextraction (TFME) coupled with gas 
chromatography–mass spectrometry (GC-MS) for analyzing organic volatiles in water. 
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The extraction efficiency for a series of aliphatic volatile compounds and two aromatic 
compounds was significantly improved owing to the presence of ZSM-5 zeolites. Limits 
of detection (LOD) and limits of quantitation (LOQ) of individual analytes were in the 
range from 0.0054 to 0.99 ppb and from 0.016 to 3.0 ppb, respectively. TFME procedure 
using the ZSM-5/PDMS hybrid film GC‒MS method for VOCs extraction include sample 
volume reduction, high sensitivity, high resistance to the sampling environment, high 
extraction efficiency, and large extraction volume. This approach has a high potential to 
be easily applied to other research fields such as food and environmental analysis, and 
biotechnology. 
Chapter 3, in this chapter established techniques for the analysis of VOCs in human 
saliva and urine with high sensitive. Biomarkers is most efficiently searched from human 
blood. However, blood sampling is invasive and proteome analysis (analysis of trace 
protein) of plasma and serum is not easy. VOCs in the blood is generally transferred to 
saliva via passive diffusion. VOCs in saliva reflects biochemical information in blood. 
The saliva and urine samples were continuously collected from eight and six healthy 
volunteers over a period of more than five days, respectively. Approximately 50 to 100 
VOCs were obtained from the individual samples, among which 34 and 33 compounds 
were reproducible for the saliva and urine samples, respectively. The current study based 
on TFME using ZSM-5/PDMS hybrid films would provide a potential methodology for 
the sensitive analysis of VOCs or new biomarkers present at trace levels in biological 
samples. In addition, saliva of oral cancer patients was analyzed to enable identification 
of VOC-based cancer biomarkers. In the future it is expected to discover new VOC 
biomarkers showing high disease through analysis of saliva or urine of patients. 
Chapter 4, VOCs analysis in cell culture is an excellent model for biological 
XXII 
 
mechanism research involving diseases such as cancer and is useful for defining potential 
VOCs biomarkers of disease. The VOCs associated with HeLa (cervical cancer) cell line 
metabolism have been analyzed with GC-MS by comparing culture medium without cell 
culture. 14 VOCs showed significant difference (wilcoxon signed-rank test, p<0.05) for 
HeLa cells. In this chapter, sensitivity analysis of VOCs present in a small amount of cell 
culture medium (6 mL) was performed. Through analysis of continuously cultured cells, 
the present method succeeded in identifying volatile biomarkers with high certainty. In 
addition, the specific reduction of cancer cells was confirmed by adding potential VOCs 
base biomarker and conventional anti-cancer agents to cell culture. The influence of the 
cellular VOCs metabolism by drug administration to HeLa cell culture was discovered. 
Chapter 5, discovery of novel cancer biomarkers of HepG2 cells (human liver cancer) 
was performed. HepG2 represents a pure cell line of human liver cancer with the benefit 
of no virus infection. As a result, 7 VOCs showed a revealed significant difference, which 
are potential HepG2 VOCs biomarkers. Exposure of HepG2 cells to the potential VOCs 
biomarker 1-butanol gas induced death of HepG2 cells and showed a metabolic pattern 
of VOCs different from ordinary culture conditions. The anticancer properties of the 
novel VOCs biomarkers discovered in this study have been demonstrated. 
Chapter 6, based on the molecular information of low molecular weight metabolites 
related to diseases obtained by past study, new sensing approach for detecting low 
molecular metabolites were developed. Long period grating (LPG) is a periodic 
modulation of the refractive index (RI) of the core of an optical fiber. In this chapter, LPG 
for chemical and biomedical applications has been demonstrated. The combination of 
LPG optical fibers and nanomaterials thin film, such as polymer electrolyte, silica 
nanoparticles, porphyrin and titanium oxide etc, provided a prospect for the fabrication 
XXIII 
 
of high sensitivity sensors offering specific binding to targeted chemical species. Gold 
nanoparticles (AuNPs) have features such as high extinction coefficient, large surface 
area, easy surface modification and unique surface plasmon resonance (SPR), etc. AuNPs 
can be applied as modifying materials for biosensor devices, and detection of biomarkers 
such as VOCs. This chapter demonstrated a new approach for selective and sensitive 
detection of VOCs based kidney disease marker (ammonia) and tumor biomarkers 
(spermine) sensing using AuNPs. 




















































































がん(悪性新生物)は、世界で死亡原因の第 2 位である。2008 年に、世界範囲でが
んによる死亡数が約 760万人(全体の約 13 %)であり、更に約 1240万人が新たなにが
んになったと推定されている。2012 年に、新たに約 1410 万人は、がんになり、がんに
よる死亡数は、820 万人であり、7 人中 1 人が死亡したことがわかる。その内訳は、先
進国と発展途上国は、それぞれ、約 290 と 530 万人であった。2030 年に、がんによる








Figure 1.1. Estimated number of new cancer cases by word area 2012. 







Figure 1.2. Estimated number of new cancer cases and number of cancer deaths by word 
area 2012[2]. 
 














































Figure 1.3. Systems biology. Regulatory processes at the DNA level affect the expression 
of downstream molecules, including RNAs, proteins, and metabolites [7]. 


























例えば、呼気の場合に約 3000 種類の VOCs が含まれている[11]。しかし、人の呼
気に含まれる共通成分には約 20~30種類が存在する[12]。呼気中の VOCs成分の濃




度は、ピコモルレベル(10-12 mol/L)で非常に低く、呼気中の VOCs バイオマーカーに
よる疾患の診断が困難と言われている[12]。2006 年に Mcculloch らは、二週間ほど飼
い犬に肺がん及び乳がん患者の呼気を健常者の呼気と区別する訓練を行い、肺がん






























Figure 1.5. Mechanism of olfactory of living organisms [15]. 
 
 








































































































る。そのようなデータベースの 1 つは、ヒトメタボロームデータベース（human 




















る SPME 法（固相マイクロ抽出法、solid phase microextraction）を初めて報告した
（Figure 1.6）[28]。それから SPME法は、最も一般的な試料中の VOCsの高感度な抽














Figure 1.6. Schematic diagram of SPME fiber [31]. 
 















ある時、平衡は、SPME 繊維コーティング相、ヘッドスペース気相、水溶液相の 3 つの
相によって形成される。試料の総量は、抽出の間に変化せず、以下の式に従う。 
 
                Co Vs  =  Ch
∞ Vh  +  Cs
∞Vs  +  Cf
∞Vf                  (1) 



















接抽出法とヘッドスペース抽出法という 2 つの VOC サンプリング法が存在し、それぞ
れ、ダイレクトおよびヘッドスペースサンプリング（head space, HS）法と呼ばれている。
















                          Kfx = Cf / Cs                            (2) 
 
Cf および Cs は、それぞれ、固相および水相中の有機化合物の濃度である。k は、
固体/水相系の分配係数である。分配比 kは、以下の式で求められ、 
 































中の VOCs の多くが非常に速く抽出される。一方、Henry's 定数が低い時、VOCs がコ
ーティングから拡散し、SPME ファイバーに到達するまでに要する抽出時間が長くなる。 
K が Henry's である場合、P は、圧力であり、S は、分析サンプル液中へのガスの溶
解度である[35,36]。方程式 7 に基づいて、ガスの溶解度は圧力に比例する。その結
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                             PV = nG RT                           (8) 
    
                            nG = 
RT
P




                            nG R = K×nL                          (10) 
    
                            K×nL = 
RT
P
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孔率などの利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効率と感度を提供する。21






点を利用して高感度な VOC 分析を可能にしている。Jiang らは、PDMS のメンブレン
サンドイッチ抽出膜を使用して、皮膚の揮発ガスの TFME-GCMS 分析を行い、臨床












Figure 1.10. Drawing of the headspace membrane SPME system. 1. Deactivated stainless 
steel rod. 2. Flat sheet membrane. 3. Sample solution. 4. Teflon-coated stirring bar. 5. 
Rolled membrane. 6. Injector nut. 7. Rolled membrane. 8. Glass liner. 9. Capillary column. 
 
 
Figure 1.11. Summary of the published TFME papers during the past [42]. 





















Figure 1.12. 3D scheme representing the gas diffusion mechanism in a PDMS membrane 
[43]. 


















Figure 1.13. The Structure of the PDMS material after polymerization reaction. 
 




















Figure 1.14. Properties of commercially available SPME fibers. CW/TPR, carbowax/ 
templated resin; PEG, polyethylene glycol; PDMS, poly(dimethylsiloxane); DVB, 
divinylbenzene; PA, polyacrylate; CAR, carboxen and the analyte molecular weight range 
approximation. 













れた VOC 分析のための新たなトピックである。様々な材料の導入により、SPME の新
たな可能性が導かれ、in vivo、in vitro分野における VOCsの抽出および分析に役に
立つ[47-50]。 









効率を検討した。その SPME抽出ファイバーは、市販の PDMS と同じ抽出効果を示し
た[53]。Dixon らは、CAR-DVB-PDMS（50/30 m）、CAR-PDMS（85 m）、DVB-
PDMS（65 m）、PDMS（7 m）および PEG（60 m）でコーティングした SPMEファイバ

















































































































Figure 1.15. Schematic representation of absorptive versus adsorptive extraction and 
adsorption in small versus large pores. 
 
 






れる。細孔サイズに基づいて、マイクロ（細孔径が 2 nm 以下）、メソ細孔（細孔径が






















Figure 1.17. Crystal structures and specific surface area of different inorganic materials 
[99].  
 
一般的に、ナノスケールの材料（サイズが 10~100 nm）は、バルク状材料（サイズが 2 
mm以上）より、水溶液中に存在する有機物の抽出、分離に相応しいため、多くの研究
者たちに関心を持たれている。使用材料のサイズが小さくになるにつれ、材料の比表













Figure 1.18. (a) The average percentage of surface atoms as a function of the nanoparticle 
diameter. Reprinted with permission from ref. 52. (b) A structural scheme for a typical 
activated carbon, which contains highly disordered macropores (>50 nm), mesopores (2–
50 nm) and micropores (<2 nm). The micropores contribute to a large part of its surface 
area, but are only available for the adsorption of small molecules and may be easily 





0.5 nm）を有する独特のチャネル構造や高い表面積（600~1000 m2/g）のため、過去 10










Table 1.4. Comparison of zeolite/polymer composites for analytical purposes. 
zeolite polymer analytes purpose ref 
ZSM-5 Tenax TA Headspace of VOCs 

















Zeolite 4A PDMS 
C3H8, CH4,  
CO2, H2 





















ZSM-5 Non trichloroethylene 






Polyvinylamine  CO2/N2 separation gas seperation [115] 











ー膜を使用した[88]。私が知る限りでは、ZSM-5 と Tenax-TA の複合薄膜は、水性媒
























析（Principal Component Analysis, PCA）や階層的クラスター（Hierarchical Cluster 
Analysis, HCA）などの統計的分析を通じて、VOC バイオマーカーの信頼性を裏付け
た。最後に、これまでに得られた疾患と関連する低分子代謝物の分子情報を背景
に、長周期格子光ファイバー（Long Period Grating, LPG）や紫外可視近赤外分光























































































ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)と SAPO-34 (SiO2/P2O5/Al2O3 = 0.2 : 
1 : 1, Lot: HAH140811)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd から購入した。PDMS
溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow Corning Ltd から購入した。




ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1 の比率で混合し、PDMS ポリマー
を製造した。Methanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-nonanol, 1-
decanol, 1-undecanol および 1-dodecanol は、Wako Pure Chemical Industries, Ltd か
ら入手した。1-Propanol と 1-octanol は、それぞれ、Kanto Chemical Co., Inc と





容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体として使
用した。PDMS モノマーに対して重量比が 10 および 20 wt%になるように ZSM-5 を加
えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間静置し、
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を 100 
C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノールを振とうさせながら 3 日間複
合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加していない PDMS 単体膜を作製して ZSM-
5/PDMS ハイブリッド膜との比較に用いた。20 wt% SAPO-34/PDMS 膜は、比較実験





Electron Microscope, SEM, Hitachi S-5200, Japan)を用いて行った。ZSM-5/PDMS ハイブリ
ッド膜の表面観察は、コンタクトモードで MicroMash NSC12/Ti-Pt/15 シリコンカンチレ




バー(曲率先端半径< 40 nm, tip length 15–20 m)を介し、JSPM-5200 atomic force 
microscope (AFM), JEOL を用いて行った。 
 
2.2.4サンプリングと分析 
水溶液サンプルの抽出は、マルチシェーカー (EYELA, FMS-1000, Tokyo 
Rikakikai, Co., Ltd).を用いてを 200 rpm で連続的に攪拌して行われた。抽出温度
は、電子冷却サーモスタット浴(TB-1, BAS, Co., Ltd)を用いて制御した。同じ方法
で作られた 3 つの異なる ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を使用して、膜と膜間の
再現性研究を行った。PMDS マトリックス中の最適な ZSM-5 量は、1-propanol, 
1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-octanol, benzyl alcohol および phenol
の水溶液(50mL, 10 g/mL, 10 ppm)を用いて確認した。使用膜の総重量は、1.0 g
であり、ZSM-5 の含有量は、0, 10、20 wt%の三つであった。水溶液サンプルを
ZSM-5/PDMS 複合膜ボトル瓶に入れ、3 時間、30 °C 条件下で振動かけて抽出を
行った。抽出後、水溶液サンプルを捨て、水洗浄と窒素乾燥を行った。更に、
VOCs の脱離は、メタノール(100 L), 30 °C で 30 分間振動かけて行った。最後
に、メタノールサンプルを 1.0 L 取り、GC に注入した。 
20 wt% ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の最適抽出温度、時間条件は、12 種類の
標準試薬の混合溶液(50 mL, 10 ppm)を用いて確認した。サンプリング時間は、3
時間で温度は、10, 20, 30 度で行った。メタノールによる VOCs の脱離は、脱離
時間は 0 から 30 分であり、脱離温度は、10 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C 離で行った。
実サンプル抽出は、50 mL の市販ソフトドリンク(A:Otsuka Pharmaceutical, Japan. 
B:Coca-Cola, Japan)を用いた。20 wt%の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜は、市販の
SPME ファイバーである poly(dimethylsiloxane)/divinylbenzene (PDMS/DVB) (65 
m) との比較に用いられた。SPME ファイバーは、50 mL の 12 種類の標準試薬




の混合溶液 1 ng/mL（1 ppb）に浸漬し、室温条件下で 3 時間抽出を行った。テフ
ロン(Teflon)で被覆された攪拌子を用いて混合溶液を 1000 rpm で攪拌しながら
抽出を行った。抽出後に SPMEをバイアル管から取り出して、水で洗浄し、窒素




Figure 2.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-
5/PDMS hybrid-film extraction. 
 
2.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC




でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー




Figure 2.2 に示すように、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の形態的特徴は、SEM
を用いて調べられた。PDMS のみの膜は、平らなミクロドメイン化された表面を
示した(Figure 2.2a)。ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜に埋め込まれた ZSM-5 ゼオ
ライトは、膜表面に観察された。20 wt%の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜(Figure 
2.2c)は、低い充填率膜(10 wt％, Figure 2.2b)よりも ZSM-5 ゼオライトが高密度に
分散していることがわかる。ZSM-5 の長方形のブロックは、20 wt%の ZSM-
5/PDMS ハイブリッド膜（Figure 2.2d）の断面 SEM 画像において明確に観察さ
れ、PDMS マトリックス中に 300〜600 nm のサイズを有する ZSM-5 の凝集物が
存在する（Figure 2.2d の挿入図）。ハイブリッド膜中の ZSM-5 粒子は、PDMS 層
との良好な界面接触を示し、これは水溶液中での膜の良好な安定性を提供する。
しかしながら、ZSM-5の含有量が 20 wt％より高い場合、膜は不安定になるため、
PDMS 膜中の ZSM-5 の最大含有量を 20 wt％までと固定した。その結果、水溶液








Figure 2.2. SEM surface images of (a) a PDMS film, and (b) 10 wt% and (c) 20 wt% 
ZSM-5/PDMS hybrid films. (d) SEM cross-sectional view of c. 
 
Figure 2.3 は、PDMS 膜、10 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜および 20 wt％
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の表面形態の AFM 画像を示す。PDMS 膜（Figure 
2.3）の表面平均粗さは、約 1.6nm であり、比較的均一で滑らかな表面を示した。
これは SEM（Figure 2.3a）の結果とよく一致する。10 wt％の ZSM-5/PDMS（Figure 
2.3c）および 20wt％の ZSM-5/PDMS（Figure 2.3e）ハイブリッド膜の表面に、
ZSM-5 ゼオライトの長方形のブロックが観察される。更に、10 wt％の ZSM-




5/PDMS ハイブリッド膜および 20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の表面平
均粗さは、12.9 および 27.4 nm であった。 
 
 
Figure 2.3. AFM images of (a, b) a PDMS film, and (c, d) 10 wt% and (e, f) 20 wt% 
ZSM-5/PDMS hybrid films. 
 
2.3.2 VOC抽出の感度に対する PDMS中のゼオライト含量の影響 
最も一般的なエラストマーの一つである PDMS は、水溶液からの有機物の分
離または抽出のための吸着材料として広く利用されている。しかし、PDMS ポリ
マーの疎水性が高いため親水性化合物の吸着には適用しない。PDMS の VOCs に
対する抽出および分離性能を改善するために、ZSM-5 ゼオライトの PDMS ポリ
マーマトリックスへの取り込みが探究されている。ZSM-5 ゼオライトの分子ふ
るい分け作用、選択的吸着および拡散速度などの利点が期待できる。本研究では、
PDMS 膜および PDMS ベースのハイブリッド膜を 10 および 20 wt％の ZSM-5 含
有量で製造し、GC-MS 測定に使用した。しかしながら、Figure 2.S1 に示すよう












水溶液から VOCs を抽出するために、3 種類の膜（PDMS、10 wt％ZSM-5/PDMS
および 20 wt％ZSM-5/PDMS）を使用した。3 つの代表化合物(1-pentanol, 1-octanol, 
and benzyl alcohol)の水溶液から 30℃で 3 時間抽出後のスキャンモードで得られ
た全イオンクロマトグラム（TIC）を Figure 2.S2 に示した。第一級アルコールお
よびベンジルアルコールのイオン番号が 31 と 79 である[30]。この研究で用いた
標準分子の物理化学的性質を Table 2.S1 に示す。3 時間の抽出時間で十分な分析
感度が得られたが、VOCs の吸着は、その時点で平衡に達しなかった（データは
示されていない）。脱離時間および温度は、それぞれ 30 分間および 30℃であっ
た。 
VOCs のピーク面積とゼオライト含有量との関係を Figure 2.4a に示す。すべ
ての分析物について、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜による抽出は、PDMS 膜に
よる抽出よりも効果的であった。10 wt％の ZSM-5 を PDMS に組み込むと、脂肪
族アルコールの抽出が著しく改善された。しかし、ZSM-5 含有量を 20 wt％まで
増加させると、有意な改善は生じなかった。 
逆に、芳香族化合物（ベンジルアルコールおよびフェノール）の抽出効率は、
ZSM-5 含有量を 0〜20 wt％に増加させると改善が見られた。これらの差異は、




PDMS と ZSM-5 の内部および表面の被分析物の異なる化学平衡に起因する可能
性がある。脂肪族アルコールが PDMS から直ちに ZSM-5 ゼオライトに移動する
ことは妥当である。芳香族化合物は、ZSM-5 と PDMS との高い親和性のために、






10℃〜30℃の 3 つの抽出温度を調べた。Figure 2.S3a に示したように、検討した
検体の絶対ピーク面積は、20℃で 10℃よりもはるかに大きく、30℃でほぼ飽和
している。1-pentanol, 1-octanol および benzyl alcohol の相対抽出効率を Figure 2.4b
に示し、20 wt％の ZSM-5 / PDMS ハイブリッドフィルムが選択した化合物につ
いて 10〜30℃の範囲で非常に類似した抽出挙動を示した。 
Figure 2.S3b は、20 wt%ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜によって抽出された分
析物 (1-pentanol, 1-octanold, benzyl alcohol)を 10℃、20℃および 30℃の脱離温度
で 30 分間脱離させ、スキャンモードで得られた TIC を示した。VOC のピーク
面積と脱離温度との間の関係を 3 つの代表化合物 (1-pentanol, 1-octanol, and 
benzyl alcohol) を用いて Figure 2.4c に示す。分析物は 10℃〜30℃の放出温度下
で反対の傾向を示すが、放出温度は VOCs の抽出効率に大きな影響を与えない。
従って、最適な脱離時間を 30℃に設定した。異なる抽出（Figure 2.4b）および脱
離条件（Figure 2.4c）での抽出効率を比較した場合、吸着した VOCs の脱離過程
でマルチシェーカーを用いて 200 rpm で 30 分間連続的に撹拌した場合、抽出効
率の低下が見られた。したがって、メタノールによる VOCs の脱離操作は、抽出




瓶を静置した条件で行われた。20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜からの各




VOCs の抽出効率を解釈し、比較した。3 つの抽出温度および短い脱離時間(1 と
5 分)のデータは、負の PC1 スコアを持つことがわかる（Figure 2.4e）。一方で、
3 つの脱離温度および長い脱離時間のデータは、正の PC1 スコアを示した。脱
離操作（攪拌の有無によって）が VOCs の抽出効率に大きな影響を与えたこと




る。ZSM-5/PDMS 薄膜抽出を用いた VOC 分析の最適抽出および脱離条件は、
PCA によって客観的に評価された。 





Figure 2.4. (a) Relationship between the peak areas of the selected three analytes and the 
zeolite contents in the films. Influence of (b) extraction temperatures, (c) release 
temperatures and (d) release time of the selected three analytes on the 20 wt% ZSM-
5/PDMS thin film extraction. (e) PCA plots comparing extraction efficiency of all VOCs 
under different extraction and release conditions. Extraction conditions: sample volume 
50 mL, concentration 10 μg/mL (10 ppm) for each compound, incubation time 3 h, (a) 
extraction temperature 30 ºC, release continuously agitated at 200 rpm for 30 min at 30 
oC, (b) release: continuously agitated at 200 rpm for 30 min at 30 oC, (c) extraction 
temperature 30 ºC, release: left standing for 30 min and (d) extraction temperature 30 ºC, 
release: left standing at 30 oC. 






孔径（ZSM-5 および SAPO-34）の 2 種類のゼオライトを選択した。20 wt% ZSM-
5/PDMS と 20 wt% SAPO-34/PDMS 膜は、単一成分の PDMS 膜と比較した。 
Figure 2.5 は、4 つの異なる膜を使用して水溶液中の VOCs の抽出で得られた
GC-MS ピーク領域を示す。長鎖脂肪族アルコール(1-undecanol、1-dodecanol)）の
ピーク面積は、PDMS 膜が最も高いが、短鎖アルコールおよび芳香族化合物に対
して低い選択性を示す。これは、PDMS 膜が PDMS ポリマーとの長鎖脂肪族ア





効率は、ゼオライトの細孔直径および Si/Al 比によって影響される。SAPO-34 の














Figure 2.5. Comparison of extraction efficiencies of the PDMS (0.5 g), 20 wt% SAPO-
34/PDMS (0.5 g), 20 wt% ZSM-5/PDMS (0.5 g), and 20 wt% ZSM-5/PDMS (1.0 g) films 
with peak areas of analytes. 
 
2.3.5水中 VOC分析における ZSM-5/PDMS薄膜の抽出特性評価 
最適抽出条件が決定された後、水中の 12 種類の VOCs に対する GC ピーク面
積の較正が行われた。濃度範囲内の全ての調査対象検体について濃度(1.0 pg/L–
1.0 ng/mL, Figure 2.S4)に対する線形依存性が観察された。最適化された条件下で
の 20 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を用いた各分析物に対する提案された
TFME―GC-MS 法の検出限界（LOD）および定量限界（LOQ）を Table 2.1 に示
す。所与の濃度範囲において、全ての検体について 0.98 より高い良好な相関係
数（R2）を有する直線性がわかる。すべての検体について得られた LOD は、応
答の標準偏差と検量線の傾き比率の 3.3 倍（3.3σ/ s）に基づき、0.0034〜0.049 μg/L 










Table 2.1. LODs and LOQs for individual analytes obtained from the GC–MS analysis 










(n = 3) 
Inter-film 
RSD% b 
(n = 3) 
% Recovery 
(RSD%) b 
(n = 3) 
1-Propanol 31 0.013 0.039 5.2 8.6 2.1 (0.2) 
1-Butanol 31 0.010 0.031 3.9 6.6 11.8 (1.4) 
1-Pentanol 31 0.0096 0.029 2.4 4.2 23.0 (1.4) 
1-Hexanol 31 0.0055 0.017 3.7 6.4 57.3 (2.7) 
1-Heptanol 31 0.0034 0.010 6.5 8.6 92.7 (5.6) 
1-Octanol 31 0.0061 0.018 8.0 9.3 94.7 (6.7) 
1-Nonanol 31 0.0062 0.019 7.6 9.3 96.6 (9.1) 
1-Decanol 31 0.0035 0.010 7.1 9.2 105.3 (8.1) 
1-Undecanol 31 0.0072 0.022 5.0 9.6 99.7 (11.6) 
1-Dodecanol 31 0.0098 0.030 4.2 12.4 77.6 (14.9) 
Benzyl alcohol 79 0.010 0.031 9.5 9.2 2.7 (0.2) 
Phenol 66 0.049 0.15 13.4 11.9 1.7 (0.1) 
a LOD = 3.3 σ/s, LOQ = 10 σ/s,  
σは応答の標準偏差であり、sは較正曲線の傾きである。 












R (%) = (NAE / NBE)  100                         (1) 
ここで、NAE は、サンプルマトリックスからメタノール 100μL に回収された
分析物の量であり、NBE は、12 標準化合物を含有する 50 mL 標準水溶液中の分
析物の量である（各成分 1.0 ppm, Figure 2.S5）。AE および BE はそれぞれ抽出
後および抽出前のピーク面積である。20 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜から
抽出された分析物の濃度は、膜抽出と混合標準溶液（メタノール中の各成分



























































































 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film
 65 m PDMS/DVB SPME fiber
 
Figure 2.6. Comparison of the extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film and the commercial 65 μm PDMS/DVB SPME fiber. The concentration of 
each analyte is 1.0 ng/mL (1.0 ppb). TFME sampling conditions (n = 3): sample volume 
50 mL, temperature 30 °C, incubation time 3 h, release temperature 30 °C, and release 
time 30 min. SPME sampling conditions (n = 3): sample volume 50 mL, room 
temperature, incubation time 3 h. 
 
2.3.6実サンプルへの応用 
最後に、20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を用いた市販のソフトドリン
クの VOC 分析方法の有用性について検討した。2 つの市販のソフトドリンク（A
および B）を近くのコンビニエンスストアから入手し、上記の結果から得られた
最適条件に従って抽出実験を行った。ソフトドリンク A および B では、GC-MS
測定によって合計 57 および 62 の VOCs が同定された（Table. 2.S2）。ソフトド
リンクの典型的な全イオンクロマトグラムを Figure 2.S6 に示す。VOCs の同定






























































Table 2.S1. Physico-chemical characteristics of analytes used for this study. 
 





















1-Propanol 97 0.896 soluble 7:36 31 
1-Butanol 118 0.810 80 (20 oC) 9:09 31 
1-Pentanol 136 0.811 22 (22 oC) 10:35 31 
1-Hexanol 156 0.820 6 (25 oC) 11:59 31 
1-Heptanol 176 0.822 2.85 (20 oC) 13:22 31 
1-Octanol 196 0.827 insoluble 14:42 31 
1-Nonanol 215 0.827 1 (20 oC) 15:59 31 
1-Decanol 231 0.820 insoluble 17:11 31 
1-Undecanol 242 0.830 0.004 (25 oC) 18:22 31 
1-Dodecanol 260 0.833 insoluble 19:28 31 
Benzyl alcohol 205 1.045 soluble 18:37 79 
Phenol 182 1.071 0.8 (25 oC) 19:55 66 






Figure 2.S1. Total ion chromatograms of the as-prepared hybrid film with a with 20 wt% 
ZSM-5 content. Signals with high peak intensities in the mass spectra are attributable to 
contamination by siloxane bleed (m/z 73, 207), which significantly decrease after 




Figure 2.S2. Reconstructed chromatograms for 1-pentanol, 1-octanol, and benzyl alcohol 
extracted from the (1) PDMS film, and the (2) 10 wt% and (3) 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid films. 








Figure 2.S3. (a) Comparison of extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film with peak areas of analytes under different extraction temperature conditions. 
(b) Reconstructed chromatograms for 1-octanol and benzyl alcohol extracted from the 20 
wt% ZSM-5/PDMS hybrid film under different release temperature conditions; (1) 30 °C, 
















































































































































































































































































































































Figure 2.S4. Calibration curves of twelve standard compounds. 












































































 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film
 Direct injection (1 ppm in MeOH)
 
Figure 2.S5. Comparison of the peak areas of twelve analytes: (■) extracted from a 50 
mL standard aqueous solution (1.0 ppm each component) using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 





Figure 2.S6. Typical total ion chromatograms of VOCs contained in two soft drinks. 






























































まで DNA や mRNA, タンパク質、血管新生物、神経伝達またはホルモン作用に
関わる様々な物質がバイオマーカーの候補となってきた[3]。それに加え、人体
から排出される揮発性有機化合物(Volatile Organic Compounds, 以下 VOCs)が体
内の健康状態を反映し、癌を初めとする様々な病気と深く関係していることが
最近の研究から明らかになっている[4]。 
1971 年に Zlatkis らによって、液―液抽出法に基づいたガスクロマトグラフィ
ー質量分析(Gas Chromatography–Mass Spectroscopy, 以下 GC–MS)から人の尿に
含まれている VOC が初めて調べられ[5]、それをきっかけに呼気[6,7]、皮膚[8]、
尿[9]、唾液[10]、汗[8]、血液[8]などに広く展開されてきた[11]。しかし、血液は
















一般的に、VOC の分析に GC–MS が用いられるが、固相マイクロ抽出法(Solid 




気孔率などの利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効果と感度を提供す
る。Reyes-Gares らは親水性–親油性にバランスの取れたポリアクリロニトリル系
の抽出薄膜を開発し、血液や尿中 VOCs の分析を行った[17]。Bessonneau らは同
様な抽出方法を唾液中の VOC 分析に展開した[18]。両方とも TFME 薄膜の大き




微量の VOC 分析を試みた。PDMS は多孔質ポリマーであり、SPME の修飾材料



















PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)は Dow Corning Ltd から購入







50 mL のガラス瓶に瓶を PDMS/ZSM-5 複合膜の支持体として使用した。PDMS
モノマーに対して重量比が 20 wt%になるように ZSM-5 を加えて均一に混ぜ、
1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間静置し PDMS モノマ
ーを硬化させた。更に、PDMS/ZSM-5 複合膜を 100 C の乾燥機の中に 1 時間熱
処理を行った後、メタノールを振とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。








ZSM-5/PDMS 複合膜のサンプル瓶に唾液 2.0 mL とイオン交換水 3.0 mL を入
れ、3 時間の振とう後、唾液を捨て純水による洗浄と窒素乾燥を行った。次に、
100 µL のメタノールを入れ、抽出膜から 30 分間 VOCs の脱離を行い、その内 1.0 
µL を GC–MS 測定に用いた。抽出に必要なすべての操作は 30 C で行った。健
常者 8 名から最低 5 日間連続して唾液の採取を行った。尿は、健康な被験者 5 名
から5日間連続して起床してすぐに集めた初尿50 mLを3時間振とうさせた後、
唾液と同様の抽出過程を経て GC–MS 分析を行った。また、健康な 24 歳男性と
27 男性に朝起きてから一回目の尿を 50 mL 採取した。2 名の尿は、継続して約
20 日測定を行った。同様の手法を用いて 15 名の健康な男性と女性から尿サンプ
ルを得た。すべての尿サンプルは、上記の抽出手法を用いて GC-MS 測定に使用
された。舌がん患者 5 名の唾液を健常者と同様な条件で連続に 3 日間採取した。
唾液中 VOC 成分の変質や揮発を防ぐために、採取したがん患者の唾液試料は、
GC-MS 測定するまでに-80oC で保管した。 
 





Figure 3.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-




胞は、理研 CELLBANK RCB0007)は、RIKEN CELLBANK, japan から入手した。
細胞培養培地は、高グルコース DMEM 培地(Dilbecco's modified Eagle medium, 
4.5 g/L, 6.0 mL, Sigma-Aldrich Japan, Tokyo)を使用した。具体的に、ウシ胎児血
清(FCS, Biowest France Nuaillé) 10%, ペニシリウム(100 U/mL)、ストレプトマイ
シン(100 mg/mL)、グルコース(PSG) 1%を混合して使用した。細胞を含む DMEM
培地から適量取り出し、DMEM 培地 6 ml を含む直径が 10 cm のプラスチック
シャーレへ 5×105 cells/dish となるように HeLa 細胞を播種した。OUS-11 および
A549 細胞培養は、37℃で 95％の空気と 5％の CO2、96 時間ウォータージャケ
ット型インキュベーター内で培養した。96 時間後、細胞の継代を行った。初め




に、PBS (pH 7.2 リン酸バッファー溶液)と Trypsin-EDTA (0.05% Tripsin-EDTA 100 
mL, GIBCO-25300-054)を湯浴にて 37℃に温めた。滅菌済み 10 mL ガラスピペッ
トで、培地を取り除き、5 mL ガラスピペットで PBS を 3 mL シャーレに加え軽
く揺すり、細胞を洗浄した。これを 2 回行った後 PBS を取り除き、Trypsin-EDTA 
を 1.0 mL 加え、シャーレをインキュベーター内に 5 分間戻し、細胞をシャーレ
底面から剥ぎ取った。その後、シャーレ円状にピペッティングを行い、細胞の
塊をほぐした。DMEM 培地 1 mL を加え、良く馴染ませた後、15 mL チューブ
へと移し 13 mL にメスアップした。それを 1000 rpm、3 分遠心分離機にかけて
分離し、上澄み培地を取り除き、新たな DMEM 培地 2 mL を加えた。セルカウ
ンタープレートを用いて、細胞数を計算し、5×105 cells/dish となるように、培
地 6 mL が入った新たなシャーレへ細胞を播種した。このように、観察、培地
交換、継代を繰り返して、細胞の管理を行った。96 時間後に培地交換を行った
もの(5 mL×3)を GC-MS 測定試料とした。また、培地交換の際に、DMEM 培地
のみを入れたシャーレをブランクとして同様にインキュベーター内へ設置し
た。以上の細胞培養手順を 5 回繰り返して、OUS-11 および A549 細胞の同時に
5 世代培養した。世代毎に、培養シャーレ 3 つ分を播種し、96 時間後に二種類
の細胞の細胞培養済み DMEM(5 mL×3)を回収して、ZSM-5/PDMS 薄膜抽出を経
て、GC-MS 測定に用いた。比較のために、細胞培養と同時に、同じ培養環境下
に DMEM 培地(6 mL)が入っているシャーレ一つを用意した。 
 
3.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 分析には JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)を用いた。キャピラリーカラムは
DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、内径 0.25 mm、吸着
層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230 ºC でキャピラリー




カラムの温度は 40 ºC で 3 分間保持し、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、10 分間
保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)を 1 
mL/min の速度で流した。測定は、Splitless モードで行った。MS 設定については
動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC インタ
フェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析はフル
スキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定には
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー
サーチ(JEOL version 1.5)ソフトウェアを用いた。 
 
3.3結果および考察 
3.3.1 ヒトの唾液および尿中 VOC情報 
ZSM-5/PDMS 複合膜に導入した ZSM-5 の影響を調べたところ、含有量が 20 
wt%の時に最も高い抽出効果が見られた。また、20 wt%以上の含有率ではゼオラ
イトの分散性や膜の安定性が低下したため、本研究では唾液および尿中 VOCs の
抽出に ZSM-5/PDMS(20 wt%)複合膜を用いた。唾液分析に用いた 8 名の被験者
の中で 6 名は 20 代男性であり、それぞれの被験者に対して 5 日間サンプルを採
取して分析を行った。残りの 2 名は中年の男性および 20 代の女性であり、それ
ぞれ 8 回と 13 回サンプルを採取した。唾液や尿などの生体試料中に含まれる
VOCs には体内の代謝による内因性成分や飲食・日常生活などの影響による外因
性成分が混在し、日によって変動する可能性が極めて高い[20]。尿サンプルの
GC–MS 分析は唾液を提供した 20 代男性 6 名から唾液採取日と同じ日に採取し
た尿を用いて行った。本研究では GC–MS 分析に用いた唾液および尿サンプルの
数はそれぞれ 51 個と 30 個であった。 
 




Table 3.1. VOCs extracted from saliva and urine samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film. 







(n = 8) 
Urine 
(n = 6) 
1 Ethanol 
 
6:19 31 alcohol Da D 
2 2,3-Butanedione 
 
6:36 43 ketone D  
3 2-Pentanone 
 
6:40 43 ketone D D 
4 1-Propanol  7:27 31 alcohol D D 
5 Undecane  7:50 57 alkane D D 
6 Hexanal  7:56 44 aldehyde D D 
7 2-Methyl-1-propanol 
 
8:08 43 alcohol  D 
8 4-Heptanone 
 
8:27 71 ketone  D 
9 4-Methyl-3-penten-2-one 
 
8:40 55 ketone D  
10 1-Butanol  9:01 56 alcohol D 
 
11 Heptanal  9:24 43 aldehyde D D 
12 Octanal  10:58 43 aldehyde D D 
13 3-Hydroxy-2-butanone 
 
11:07 45 ketone D D 
14 1-Hydroxy-2-propanone 
 
11:19 43 ketone D D 
15 2-Ethoxy-1-propanol 
 























16 2-Hydroxypropanoic acid 
 
11:30 45 acid D D 
17 Hydroxyacetic acid 
 
12:21 31 acid  D 
18 Nonanal  12:27 57 aldehyde D D 
19 Ethanedioic acid 
 
12:30 59 acid D  
20 1-Octen-3-ol 
 
13:10 57 alcohol D  




13:20 72 isothiocyanate  D 
23 4-Hydroxy-2-pentanone 
 
13:31 43 ketone  D 
24 2-Ethyl-1-hexanol 
 
13:44 57 alcohol D D 
25 Pyrrole 
 
14:08 67 heterocyclic  D 
26 Benzaldehyde 
 
14:25 77 aldehyde D D 
27 2,3-Butanediol 
 
14:27 45 alcohol D D 
28 (R,R)-2,3-Butanediol 
 
14:54 45 alcohol  D 
29 1-Octanol  14:38 56 alcohol D 
 
30 Propylene glycol 
 
15:00 45 alcohol  D 
31 Carbamic acid 
 





































15:53 42 ester D D 
33 Benzeneacetaldehyde 
 
15:56 91 aldehyde D  
34 Levo-carvone 
 
17:10 82 ketone  D 
35 (E,E)-2,4-Decadienal  17:54 81 aldehyde   D 
 
36 Benzyl alcohol 
 
18:35 79 alcohol D  
37 Dimethyl sulfone 
 
18:54 79 organosulfur  D 
38 Phenylethyl alcohol 
 
19:00 91 alcohol D D 
39 1-Dodecanol  19:23 55 alcohol D  
40 Phenol 
 
19:54 94 phenol D D 
41 4-Methylphenol 
 
20:40 107 phenol D D 
42 2-Piperidinone 
 
21:34 99 lactam D D 
43 2,5-Dichlorophenol 
 























44 Docosanoic acid  21:54 74 acid D 
 
45 Hexadecanoic acid  22:03 74 acid D D 
46 Indole 
 
24:52 117 heterocyclic D  
47 3-Methylindole 
 
25:34 130 heterocyclic D  
a 全ての化合物は、健康なヒトの唾液または尿中に存在するかまたは存在しないことを示す。 
 
ZSM-5/PDMS 複合膜を用いて得られた唾液および尿中 VOCs の分析結果を
Table. 3.1 に示す。質量分析による VOCs の特定には 700 以上の類似度を示した
化合物のみを用いた。尿分析には 50 mL のサンプルを用いたが、唾液の場合は
分泌量が尿に比べ比較的に少ないため、2.0 mL の唾液に 3.0 mL のイオン交換水
を加え、試料の流動性を向上させた。本研究において被験者一人当たりの唾液ま
たは尿から約 50~100 種類の VOCs が検出されたが、その中の一部の VOCs にお
いて良好な日間再現性が現れた。すべての被験者から良好な日間再現性を示し
た VOCs は唾液と尿においてそれぞれ 34 と 33 成分であった。被験者の唾液と
尿の GC–MS 分析から絞られた 47 成分（Table 3.1）は、良好な日間再現性を示
し、日常生活などの外的要因に大きく影響されないことがわかる。 
 















として、‘出現頻度（appearance frequency, 以下 AF）’を用いた。検出された各成
分の AF は、毎回の分析において検出できる確率を意味し、下記の式 1 より見積
もられた。 
 
                 AF = 
検出された回数
全分析回数
              (1) 
 
見積もられた AF 値を、0.7 以上(AF≧0.7)、0.5 以上 0.7 未満(0.7>AF≧0.5)、0.5
以下(AF<0.5)の 3 つのグループに分類し、Table 3.1, 3.2 にまとめた。AF≧0.7 の
VOCs は唾液と尿からそれぞれ 13 と 8 成分であり、6 つの共通成分が検出され
た。AF≧0.7 の VOCs は多くの被験者の唾液または尿に存在し、外因性と個人差
と関係なく人体の一般的な代謝物であると考えられる。0.7>AF≧0.5 の範囲に属
する VOCs は唾液と尿からそれぞれ 2 と 9 成分であった。AF <0.5 の VOCs は唾




ップ GC–MS 法によって健常者 10 人の 10 日間の連続唾液分析を行い、すべて






プルの ZSM-5/PDMS 複合膜を介した GC–MS トータルイオンクロマトグラム(以




下、TIC)を示す。Table 3.1 に示した 47 成分のピークに番号を付け、2 つの TIC
に表した。47 成分以外にも多くの成分が検出されたが、それらの成分は外因性
の日間変動性の化合物である可能性が高い。Figure 3.2 から分かるように、唾液
と尿の TIC は、大きく異なり、TIC の複雑さからより多くの成分が唾液中に含
まれていることがわかる。Table 3.1 からもわかるように、唾液と尿からそれぞ
れ 34 と 33 成分が検出でき、両生体試料に共存する成分を除くと 23 と 22 成分
となる。両生体試料において共通成分が少なく検出成分が異なる理由はそれぞ
れの VOCs の発生源と代謝経路の違いが原因であると考えられる[9]。注目すべ
きことは 1-プロパノール (1-propanol)、1-ブタノール (1-butanol)、シュウ酸
(ethanedioic acid)、マツタケアルコール(1-octen-3-ol)、ベンジルアルコール(benzyl 
alcohol)、フェネチルアルコール(phenylethyl alcohol)およびインドール(indole)の








AF (n = 8) 
Groups Compounds 
Urine 
AF (n = 6) 
FA ≧ 0.7 
Ethanol 1.00 
FA ≧ 0.7 
Ethanol 1.00 
2-Pentanone 1.00 2-Pentanone 1.00 
3-Hydroxy-2-butanone 1.00 1-Hydroxy-2-propanone 1.00 
Phenol 1.00 Phenol 1.00 
Hexadecanoic acid 1.00 Hexadecanoic acid 1.00 
1-Propanol 1.00 Dimethyl sulfone 1.00 
Undecane 1.00 3-Hydroxy-2-butanone 0.83 




1-Octen-3-ol 1.00 2-Piperidinone 0.83 
1-Butanol 0.75 
0.7 > FA 
≧ 0.5 
Hexanal 0.67 
1-Hydroxy-2-propanone 0.75 4-Heptanone 0.67 
2-Hydroxypropanoic acid 0.75 Pyrrole 0.67 
Phenylethyl alcohol 0.75 2,3-Butanediol 0.67 
Indole 0.75 Propylene glycol 0.67 
0.7 > FA ≧ 
0.5 
Ethanedioic acid 0.63 Carbamic acid 0.67 













FA < 0.5 
Nonanal 0.38 2-Hydroxypropanoic acid 0.50 
2-Ethyl-1-hexanol 0.38 (R,R)-2,3-Butanediol 0.50 
2,3-Butanediol 0.38 Butyrolactone 0.50 
Benzyl alcohol 0.38 
 
FA < 0.5 
Octanal 0.33 
4-Methylphenol 0.38 Hydroxyacetic acid 0.33 
2,3-Butanedione 0.25 2-Ethyl-1-hexanol 0.33 
3-Methylindole 0.25 1-Propanol 0.17 
Hexanal 0.13 2-Methyl-1-propanol 0.17 
4-Methyl-3-penten-2-one 0.13 Heptanal 0.17 
Heptanal 0.13 2-Ethoxy-1-propanol 0.17 
1-Octanal 0.13 Nonanal 0.17 
1-Heptanol 0.13 4-Isothiocyanato-1-butene 0.17 
Benzaldehyde 0.13 4-Hydroxy-2-pentanone 0.17 
1-Octanol 0.13 Benzaldehyde 0.17 
Butyrolactone 0.13 Levo-carvone 0.17 
Benzeneacetaldehyde 0.13 Phenylethyl alcohol 0.17 
 
(E,E)-2,4-Decadienal 0.13 4-Methylphenol 0.17 
1-Dodecanol 0.13 2,5-Dichlorophenol 0.17 
Docosanoic acid 0.13 2,3-Butanedione 0 
2-Methyl-1-propanol 0 4-Methyl-3-penten-2-one 0 
4-Heptanone 0 1-Butanol 0 
2-Ethoxy-1-propanol 0 Ethanedioic acid 0 
Hydroxyacetic acid 0 1-Octen-3-ol 0 
4-Isothiocyanato-1-butene 0 1-Heptanol 0 
4-Hydroxy-2-pentanone 0 1-Octanol 0 
Pyrrole 0 Benzeneacetaldehyde 0 
(R,R)-2,3-Butanediol 0 (E,E)-2,4-Decadienal 0 







Figure 3.2. Typical TICs Typical of VOCs contained in both saliva (a) and urine (b) 
samples collected from the same subject on the same day. 
 
3.3.3 ヒトの唾液および尿中 VOC含有量の比較 
唾液と尿に存在する VOCs の相対量を調べるために、両方において AF 値が共
に 0.7以上の 6成分のピーク面積の比較を行った(Figure 3.3)。エタノール(ethanol)
Propylene glycol 0 Benzyl alcohol 0 
Carbamic acid 0 1-Dodecanol 0 
Levo-carvone 0 Docosanoic acid 0 
Dimethyl sulfone 0 Indole 0 
2,5-Dichlorophenol 0 3-Methylindole 0 







(hexadecanoic acid)は尿より唾液に多く存在する。しかし、約 50 mL の尿サンプ
ルを用いたことに対し、唾液のサンプル量が 2.0 mL であることを考慮すると唾
液中に存在する VOCs の濃度が高いことがわかる。このような結果は体からの
揮発性代謝物を調べるのに唾液が非常に有用な生体試料であることを意味し、




Figure 3.3. Comparison of average peak areas showing 6 VOCs (FA ≧ 0.7) present in 
saliva and urine after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 















さらに、被験者 C の唾液は約 3.3%の高いアルデヒド含有率を示し、他の被験者




























しかし、本研究では p-クレゾールの唾液および尿における AF 値はそれぞれ 0.38









acid, 2-hydroxy)の有機酸類が検出され、尿からはグリコール酸 (acetic acid, 
hydroxy)、カルバミン酸(carbamic acid)、パルミチン酸および乳酸が検出された。




















Figure 3.4. The relative peak area of compounds in each class that have been detected 
in human (a) saliva and (b) urine. 
 
3.3.5 ヒト唾液および尿から検出した VOCsの PCA解析 
主成分分析（PCA）は、20 歳代の男性 6 人の同日に採取した唾液および尿サ
ンプルの比較と区別を行った。PCA 解析は、得られた VOCs のピーク面積を利
用した。Figure 5.5 は、PC1 対 PC2 のスコアプロット結果を示した。被験者 A, 
B, D, E, F の唾液サンプルは、負の PC1 値を示し、被験者 C は、正の PC1 値を示






































































した(Figure 5.5a)。そして、被験者 B, D, E, F の PC1 スコアが類似していること
がわかる。被験者 A と C の唾液サンプルは、他の被験者との区別ができた。ロ
ーディングプロット(Figure 5.5b)は、被験者Cの唾液からnonanal, heptanal, ocranal
および hexanal のアルデヒド類化合物が検出された。これは、被験者 C の官能基
に基づく分類の結果と一致する。被験者 C の生活習慣によって引き起こされ得
る。一方で、被験者 A の唾液から、 3-methylindole, indole, benzyl alcohol, 
benzeneacetaldehyde, 4-methylphenol および phenol が多く検出された。その中で、
indole と 3-methylindole (skatole)は、トリプトファンの細菌代謝に由来する 24。
Indole / 3-methylindole（I / S）および揮発性硫黄化合物（VSC）は、口臭の 2 つの
主要成分である。口臭は、主に舌のコーティングおよび歯周病によって引き起こ
される 25。興味深いことに、被験者 A は、唾液供給期間内に歯周病を有してい
た。尿試料の PC1 スコアは、すべて正値であり、被験者間で一定の類似性を示
した。被験者 D のみは、大きな日変動性を示した。 
 
(a) 







Figure 3.5. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from saliva and urine 
samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
3.3.6がん患者唾液中 VOC分析および健常者との比較 





に三日間採取し、ZSM-5/PDMS-GC-MS 分析を行った。Table 3.3 に 5 名のがん患者
の性別、年齢、がんの種類、サンプル数、服薬および既往歴を記入した。分析結果を
Table 3.4 に示した。前述したように、がん患者および健常者唾液中の VOC 成分のそ
れぞれの出現頻度を計算し、比較を行った。また、がん患者と被験者の共通 VOC 成




分の t 検定を行い、p-value で成分の有意性を調べた。Ethanol、2-pentanone、
propanoic acid-2-hydroxy、ethanedioic acid、phenol、phenol-4-methyl、2-piperidinone




1,2-pentanediol、butanoic acid-butyl ester、1-dodecanol、1-hexadecanolおよび 1-hexen-
3-ol などが存在する。一方で、逆に健常者と比べてがん患者の出現頻度が減少した
のは、 propanoic acid-2-hydroxy、 ethanedioic acid、 1-octen-3-ol、 benzyl alcohol、
phenylethyl alcohol、2-piperidinoneおよび indoleなどが存在する。がん患者と被験者















Table 3.4. VOCs extracted from healthy subject and patient's saliva samples using a 20 













1 Ethanol 6:19 31 1.00  1.00  0.0006 
2 2,3-Butanedione 6:36 43 0.25  0.80 0.2 
3 2-Pentanone 6:40 43 1.00  1.00 <0.00001 
4 1-Propanol 7:27 31 0.88  1.00 0.1 
5 Undecane 7:50 57 0.88 ×  
6 Hexanal 7:56 44 0.13  ×  
7 3-Penten-2-one, 4-methyl 8:40 55 0.13 ×  
8 2-Furanmethanol, tetrahydro 8:57 71 × 0.20  
9 1-Butanol 9:01 56 0.75 1.00 0.4 
10 Heptanal 9:24 43 0.13 ×  
11 1-Butanol, 3-methyl 9:48 55 × 0.20  
12 Thiocyanic acid 10:41 73 × 0.20  
13 Octanal 10:58 41 0.13 0.60 0.2 
14 2-Butanone, 3-hydroxy 11:07 45 1.00  1.00 0.3 
15 Cyclohexanone 11:11 55 × 0.40  
16 2-Propanone, 1-hydroxy 11:19 43 0.75 0.80 0.6 
17 Propylene glycol 11:23 45 × 0.20  
18 Propanoic acid, 2-hydroxy 11:30 45 0.75 0.40 0.001 
19 5-Hepten-2-one, 6-methyl 11:35 43 × 0.40  
20 Ethyl ether 12:15 74 × 0.20  
21 2-O-Methyl-D-mannopyranosa 12:15 87 × 0.20  
22 Acetic acid, hydroxy 12:17 59 × 0.40  
23 Nonanal 12:27 57 0.38  1.00 0.8 
24 Ethanedioic acid 12:30 59 0.63 0.20 0.007 
25 2-Hexen-1-ol, (E) 12:36 57 × 0.20  
26 2-Decene, 8-methyl-, (Z) 12:49 55 × 0.20  
27 1-Decene, 8-methyl 12:52 70 × 0.20  
28 1-Hexen-3-ol 13:05 57 × 0.60 0.5 
29 1-Octen-3-ol 13:10 57 0.88 ×  
30 1-Heptanol 13:18 56 0.13 ×  




31 1-Hexanol, 2-ethyl 13:44 57 0.38 0.20  
32 Benzaldehyde 14:25 77 0.13 0.20 0.5 
33 2,3-Butanediol 14:27 45 0.38 0.80 0.9 
34 1-Octanol 14:38 56 0.13 ×  
35 2-Butanol, 3-methyl 14:59 45 × 0.40  
36 Butyrolactone 15:53 42 0.13 ×  
37 Benzeneacetaldehyde 15:56 91 0.13 ×  
38 1,3-Butanediol, (S) 16:46 43 × 0.20  
39 1,2-Pentanediol 17:15 55 × 0.40  
40 Hexanoic acid, 2-methyl 17:29 74 × 0.20  
41 2,4-Decadienal, (E,E) 17:54 81 0.13 ×  
42 
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydroxy 
-2,4,4-trimethylpentyl ester 
18:19 71 × 0.20  
43 Butanoic acid, butyl ester 18:25 71 × 0.40  
44 Benzyl alcohol 18:35 79 0.38  ×  
45 4-Hexen-3-ol, 2-methyl- 18:35 71 × 0.20  
46 2-Furanmethanol, tetrahydro- 18:40 71 × 0.20  
47 
Propanoic acid, 2-methyl-, 2,2-dimethyl-1- 
(2-hydroxy-1-methylethyl)propyl ester 
18:41 71 × 0.20  
48 Phenylethyl alcohol 19:00 91 0.75 0.20 0.07 
49 1-Dodecanol 19:23 55 0.13 0.80 0.2 
50 
2-Propenoic acid, oxybis 
(methyl-2,1-ethanediyl) ester 
19:37 55 × 0.20  
51 Phenol 19:54 94 1.00  1.00 <0.00001 
52 Methyl tetradecanoate 19:55 74 × 0.20  
53 Phenol, 4-methyl 20:33 107 0.38 0.20 0.006 
54 1-Tetradecanol 21:27 55 × 0.20  
55 2-Piperidinone 21:34 99 0.63 0.20 0.006 
56 Docosanoic acid 21:54 74 0.13 ×  
57 Hexadecanoic acid 22:03 74 1.00 1.00 0.006 
58 1-Hexadecanol 23:31 69 × 0.60  
59 Indole 24:52 117 0.75 ×  
60 1H-Indole, 3-methyl- 25:34 130 0.25 0.20 0.7 
61 n-Pentadecanol 26:31 69 × 0.20  
 









Figure 3.6. Comparison of average peak areas showing VOCs present in patient and 
healthy subject saliva after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
 
Figure 3.7 にがん患者と健常者の唾液から検出した VOCs 情報を利用し、主成分
分析を行い、Figure 3.7aにスコアデータ、Figure 3.7bにローディングデータを示した。
PCA スコアデータから、健常者は、PC1、PC2の 0付近に集中している。一方で、舌が
ん患者(2, 3, 4, 5)の多くは、健常者からかけ離れていることがわかる。がん患者の殆ど
は、唾液中 VOCs に基づいて健常者と識別できた。ステージ 2 の舌がん患者（4）は、
ステージ 1の被験者 1 と 2 と比べて健常者集団からより試料の性質が顕著に異なって
いることが分かった。また、ローディングデータから、がん患者と健常者と区別できた要
因(VOC分子情報)を調べ、具体的な分子情報を Figure 3.8に示した。試料性質が最










Figure 3.7. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from patient’s saliva samples 
using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
(a) 
(b) 







Figure 3.8. VOCs extracted from patient’s saliva samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film. 
 








それぞれのパーセンテージ値を追加した。Ethanol, 2-pentanone, undecane, 4-
heptanone, 2-butanone-3-hydroxy, pyrrole, 2,3-butanediol, propylene glycol, ethanol-2-
(hexyloxy), carbamic acid, butyrolactone, dimethyl sulfone, 2-(methylsulphonyl)propane, 
















た。Figures 3.10、3.11 には、同じ VOCs のピーク面積の被験者間の比較結果を示し







Table 3.5 Analysis of VOCs in urine samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
 
No. Compounds R.T m/z A B C 
1 Ethanol 5:49 31 100% 100% 100% 
2 2-Pentanone 6:09 43 100% 100% 93% 
3 Undecane 7:16 57 100% 95% 87% 
4 4-Heptanone 7:56 71 100% 95% 93% 
5 1-Butanol 8:27 56 90% 0% 67% 
6 2-Butanone-3-hydroxy 10:43 45 100% 74% 87% 
7 Pyrrole 13:44 67 100% 100% 100% 
8 Benzaldehyde 13:59 77 100% 63% 27% 
9 2,3-Butanediol 14:23 45 100% 100% 100% 
10 Propylene Glycol 14:37 45 85% 89% 93% 
11 Ethanol, 2-(hexyloxy) 14:50 43 95% 95% 73% 
12 Ethanol, 2-(2-ethoxyethoxy) 14:58 45 32% 0.35% 80% 
13 Carbamic acid 15:07 44 100% 100% 100% 
14 2(3H)-Furanone, dihydro-5-methyl 15:08 56 0% 84% 53% 
15 Butyrolactone 15:26 42 85% 89% 100% 
16 Oxime-, methoxy-phenyl 16:18 133 70% 58% 73% 
17 Levo-carvone 16:33 82 100% 100% 33% 
18 Dimethyl sulfone 18:30 79 100% 100% 100% 
19 2-(Methylsulphonyl)propane 19:17 43 95% 100% 87% 
20 Phenol, 4-methyl 20:13 107 0% 100% 73% 
21 2-Piperidinone 20:56 99 100% 100% 93% 
22 2(3H)-Furanone, dihydro-5-pentyl 20:57 85 0% 63% 73% 
23 Docosanoic acid 21:16 74 95% 100% 93% 
24 Cyclodecane 22:15 55 100% 100% 100% 
25 2,5-Pyrrolidinedione 24:15 99 100% 89% 100% 






















Figure 3.9 Daily variability of VOCs in human urine. 
 



















































































































































































































































































































































































































































Figure 3.10. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) 










Figure 3.11. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) 
after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
















Figure 3.12. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from urine samples using 
a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 















































































































謝成分を抽出して、GC-MS 測定を行った。Table 3.6 に示したように、A549 および
OUS-11 の細胞培養液から 30 成分が検出された。再現性は、5 世代の連続培養によ
って確認した。特に、共通していない成分が確認されなかった。正常細胞と肺癌細胞
の VOC の p-value は、Table 3.6 に示した。p-value が 0.0001 以下の VOCs は、5 つ
であり、2-butanone-3-hydroxy、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcohol、 
phenol であった。その中で環状化合物が 4 つであった。他に、p-value が 0.05 以下の
成分(有意性のある成分)は、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、acetophenone
があった。p-value が 0.05 以下で A549 細胞と OUS-11 細胞を比較した時に、すべて
の共通 VOC 成分（2-butanone-3-hydroxy、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、
acetophenone、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcoholおよび phenol）の














ク面積と肺正常細胞の OUS-11 との相対ピーク面積比率を計算し、Table 3.6に示した。
A549 と OUS-11 の間により変化が見られた化合物(差が 0.2 以上)を Table 3.7 に示し
た。相対濃度が増加した VOCs は、2-pentanone、3-hexanol、1-butanol、propylene 
glycol、1-hexanol-2-ethyl、2,3-butanediol、1,3-Butanediol、hexanoic acid-2-methyl、1-
tetradecanol、hexadecanoic acid、cyclohexane、carboxylic acidおよび docosanoic acid
であり、減少した VOCs は、 2-butanone-3-hydroxy、 cyclohexanone、 1-hexanol、
benzaldehyde、acetophenone、 acetic acid-3-methoxy-2-butyl ester、benzyl alcohol、
dimethyl sulfone、phenylethyl alcoholおよび phenolであった。 
過去の報告による、直接に肺がんのバイオマーカーとなるのは、2-pentanone、1-
hexanol-2-ethyl 、 2,3-butanediol 、 hexadecanoic acid 、 cyclohexane 、 2-butanone-3-
hydroxy、cyclohexanone、benzyl alcohol、phenylethyl alcoholおよび phenolの合計 10
成分となった。一方で、直接に肺がんマーカーではないものの、hexanoic acid-2-
methyl は、乳がん[43,44]、1-tetradecanol は、子宮頸癌[45]、cyclohexanecarboxylic 









butanone-3-hydroxy、propylene glycol, benzaldehyde、2,3-butanediol、dimethyl sulfone
およびdocosanoic acidであった。ヒト尿中からそれらの成分を分析することで、肺がんを






Table 3.6. List of the VOCs obtained from the culture medium of A549 and OUS-11 cell 




















1 Ethanol 5:58 31 1.15 1.10 0.96 0.73  
2 2-Pentanone 6:21 43 0.73 0.89 1.22 0.18  
3 3-Hexanol 6:46 59 12.28 14.31 1.66 0.73  
4 2-Propanol, 1-methoxy 8:42 45 0.94 0.91 0.97 0.44  
5 1-Butanol 8:45 56 0.89 1.13 1.27 0.84  
6 3-Hexanol 9:24 59 0.97 0.87 0.9 0.89  
7 Octanal 10:40 43 1.17 0.96 0.82 0.35  
8 2-Butanone, 3-hydroxy 10:52 45 1.62 1.00 0.62 ‹ 0.0001 ↓ 
9 Cyclohexanone 10:57 55 1.14 0.69 0.61 0.022 ↓ 
10 Propylene glycol 11:10 45 0.63 0.99 1.57 0.29  
11 1-Hexanol 11:37 56 1.69 0.86 0.51 0.0016 ↓ 
12 Nonanal 12:12 57 1.69 1.39 0.82 0.16  
13 Cyclohexanol 12:26 57 1.092 0.93 0.85 0.0033 ↓ 
14 1-Hexanol, 2-ethyl 13:28 57 0.41 2.088 5.092 0.49  
15 Benzaldehyde 14:06 77 0.43 0.25 0.58 0.086  
16 2,3-Butanediol 14:48 45 1.086 1.47 1.35 0.86  
17 Acetophenone 15:50 105 1.048 0.60 0.57 0.022 ↓ 
18 
Acetic acid, 3-methoxy 
-2-butyl ester 
16:13 59 4.49 3.62 0.81 0.26  
19 1,3-Butanediol 16:36 45 1.31 1.59 1.21 0.70  
20 Benzenemethanol, a-methyl 17:31 79 1.57 1.76 1.12 0.95  
21 Benzyl alcohol 18:15 79 3.96 1.016 0.26 ‹ 0.0001 ↓ 
22 Dimethyl sulfone 18:32 79 1.28 0.96 0.75 ‹ 0.0001 ↓ 
23 Phenylethyl alcohol 18:40 91 7.14 1.057 0.15 ‹ 0.0001 ↓ 
24 1-Undecanol 19:09 69 0 0 0 0  
25 Phenol 19:34 94 1.30 0.78 0.6 ‹ 0.0001 ↓ 
26 Hexanoic acid, 2-methyl 19:48 74 0.81 0.99 1.22 0.90  
27 1-Tetradecanol 21:16 69 0.34 1.18 3.47 0.49  




28 Hexadecanoic acid 21:48 74 0.98 1.23 1.26 0.35  
29 Cyclohexanecarboxylic acid 22:18 129 0.40 0.95 2.38 0.50  
30 Docosanoic acid 23:59 74 0.86 1.11 1.29 0.064  
※a: OUS-11 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した
DMEM 培地中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※b: A549 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した OUS-
11 細胞培地（5 世代）中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※c: A549 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した
DMEM 培地中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※d: p 検定は、OUS-11 細胞と A549 細胞間で行われた結果である。 
 
Table 3.7. List of the VOCs biomarkers obtained from the culture medium of A549 and 
OUS-11 cell lines via ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction. 













































































































aldehydes、2-butanone および 1-butanol のような酸素化された VOCs の濃度が有意な
増加を示した[58]。Song らは、肺がん患者 43名の呼気分析から 68から 114の VOCs
を検出したが、健康なヒト呼気と比較したところ、1-butanol と 3-hydroxy-2-butanone は、
肺がん患者の呼気から多く検出され、肺がんのバイオマーカーであることを報告した [59]。1-
Butanolは、肺がんバイオマーカーの探索のための in vitro と in vivo実験の両方から肺がんバ
イオマーカーとして同定された。A549 細胞と OUS-11 細胞の共通成分のピーク面積の比
較を Figure 3.13に示した。すべての成分において、OUS-11よりがん細胞であるA549
はピーク面積が低いことがわかった。更に、PCA 解析によって OUS-11 と A549 細
胞の違いを説明された(Figure 3.14)。Hakim らは、がん細胞の in vitro 実験では
aldehyde 類、アルコール類、ketone 類、esters 類など化合物の減少を報告した
(Volatile Organic Compounds of Lung Cancer and Possible Biochemical Pathways)。肺
癌細胞の VOC 代謝には、増加成分と減少の両方が関与していることがわかる。 






Figure 3.13. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of A549 and OUS-


































Figure 3.14. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) A549 and OUS-11 cell 
lines and (b) A549, OUS-11 cell lines and DMEM via ZSM-5/PDMS composite thin film. 
 
細胞培養における VOC バイオマーカーの探索は、同じ部位の正常細胞とがん
細胞の比較が必要となる。肺がんに関しては、A549 細胞と OUS-11 細胞の足棒
培養における VOC 代謝の違いを探索するか、または、がん患者または健常者の
呼気中に含まれる VOCs の違いを探索するかの二つの手段がある。一方で、特
にがん細胞培養のような in vitro 研究では、研究室の実験条件に制限され、正常
細胞との比較ができないケースは少なくはない。そこで、同じ条件で培養した細
胞培養培地が比較対象になるとせざるを得なくなる。そこで、正常細胞の代わり







































常細胞（OUS-11）の連続継代から得られた VOCs の平均ンピーク面積を PAous-11
にし、同様に肺がん細胞（A549）および DMEM 培地の平均ピーク面積をそれぞれ、
PAA549 と PADMEM に設定する。そこで、3 種類の試料間の比較を行い、PAous-11 と
PADMEMの比率を αに、PAA549と PADMEMの比率を βに定義する。仮に、PADMEMの値
を基準として、1 に定義すると、PAA549 が１より、つまり、PAA549 が PADMEM より大きく、
PADMEMが PAous-11よりも大きい場合は、それに当てはまる VOCsは、肺がん細胞培養
において排出された成分であると考えられる。逆に、PAous-11 が１より、つまり、PAous-11
が PADMEMより大きく、まつ、PAA549が PADMEMよりも小さい場合は、その VOCsは、肺
がん細胞培養において消費された成分であると考えられる。本研究で定義した基準で
肺がん細胞となり得る VOC バイオマーカーは、排出成分：1-butanol、1-hexanol-2-
ethyl、2,3-butanediol、1-tetradecanol、hexadecanoic acidおよび docosanoic acid（Table 
3.6 の赤文字）であり、消費成分：octanal、2-butanone--hydroxy、cyclohexanone、1-
hexanol、cyclohexanol、acetophenone、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl 









本研究では PDMS/ZSM-5複合膜に基づいた TFME と GC–MSの組み合わせによ
る唾液または尿中 VOC 成分の分析を試みた。健常者 8 名の唾液と 6 名の尿の分析








かった。更に、舌がん患者 5 名の 3 日間唾液試料の分析によって、健常者と比較して、 
Ethanol、2-pentanone、propanoic acid-2-hydroxy、ethanedioic acid、phenol、phenol-4-
methyl、2-piperidinoneおよび hexadecanoic acidは有意性を示した。また、がん患者と




細胞と肺がん細胞の間に有意に変化した成分（p-value が 0.0001 以下）は、2-
butanone-3-hydroxy、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcohol、phenolの
5 成分となった。その中で環状化合物が 4 つであった。他に、p-value が 0.05 以下の
成分(有意性のある成分)は、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、acetophenone
があった。グループの被験者の尿と肺がん細胞には、ethanol、2-pentanone、1-butanol、
2-butanone-3-hydroxy 、 propylene glycol 、 benzaldehyde 、 2,3-butanediol 、 dimethyl 






































































などの体液中の小分子代謝物 (分子量が 1 kDa 以下)を様々な分光法を用いて分
析し、更に、定量化することができ、代謝表現型の情報を提供し、個別化医療や
公共医療に適用することができる[2]。最も有望なメタボロームアプローチの一




[7]。健常な人の呼気中は、874 種類の VOCs が存在し、人体から発する VOCs の




























優れた VOCs の分析方法の開発あるいは臨床関連性の高い VOC バイオマーカー
の発見の両方を達成するために、先端的抽出材料、精密な分析機器、多様な VOC
供給源(in vivo と in vitro を含む)、高感度検知デバイスなど様々な研究分野の統






Space, HS）法は、SPME の最も典型的な抽出手法である[18]。HS-SPME は、環
境、食品、産業、バイオなどの分野で利用され、VOC の分析にとって最も一般
的な手段である[19]。例えば、Lavra らは、乳がん細胞 in virto 実験の headspace




から 13 種類の潜在的なバイオマーカー分子の同定ができた[11]。Hanai らは、
A549 細胞の培養液と腫瘍を有するマウス尿中の dimethyl succinate, 2-pentanone, 
phenol, 2-methylpyrazine, 2-hexanone, 2-butanone, acetophenone が共に増加している
ことがわかった[20]。Zhangらは、胃癌細胞(MGC-803)と胃粘膜細胞(GES-1)のGC-
MS-SPME 分析によって、3-octanone と butanone が胃がん細胞の代謝成分である
ことを報告した[21]。 しかし、SPME による VOCs の抽出は、まだいくつかの課




って SPME による VOCs の吸着時間が長いこと[23]また要する試料の多さ(数百
mL レベル)[20,24]が挙げられる。 
近年、TFME は、抽出相の体積と表面積、熱・化学的安定性、高い気孔率など
の利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効果と感度を提供する。Reyes-
Gares らは、親水性–親油性にバランスの取れたポリアクリロニトリル系の抽出
薄膜を開発し、血液や尿中 VOCs の分析を行った[25]。Bessonneau らは、同様な
抽出方法を唾液中の VOC 分析に展開した[26]。両方とも TFME 薄膜の大きい表
面積の利点を利用して高感度の VOC 分析を可能にしている。Jiang らは、PDMS
のメンブレンサンドイッチ抽出膜を使用して、皮膚の揮発ガスの TFME-GCMS
分析を行い、臨床および法医学捜査分野での応用可能性を示した[27]。Kermani




















ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd
から購入した。PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow 
Corning Ltd から購入した。ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1





4.2.2 ZSM-5/PDMS 薄膜の作製 
容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体と
して使用した。PDMS モノマーに対して重量比が 20 wt%になるように ZSM-5 を




加えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間
静置し、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS ハイ
ブリッド膜を 100 C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノールを振
とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加していない
PDMS 単体膜を作製して ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜との比較に用いた。 
 
4.2.3 HeLa細胞培養 
ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞 (理研 CELLBANK RCB0007)は、RIKEN 
CELLBANK, japan から入手した。細胞培養培地は、高グルコース DMEM 培地 
(Dilbecco's modified Eagle medium, 4.5 g/L, 6.0 mL, Sigma-Aldrich Japan, Tokyo)を
使用した。具体的に、ウシ胎児血清(FCS, Biowest France Nuaillé) 10%, ペニシリ
ウム(100 U/mL)、ストレプトマイシン(100 mg/mL)、グルコース(PSG) 1%を混合
して使用した。HeLa 細胞を含む DMEM 培地から適量取り出し、DMEM 培地 6 
ml を含む直径が 10 cm のプラスチックシャーレへ 1×105 cells/dish となるように
HeLa 細胞を播種した。HeLa 細胞培養は、37℃で 95％の空気と 5％の CO2、96
時間ウォータージャケット型インキュベーター内で培養した。96 時間後、細胞
の継代を行った。初めに、PBS (pH 7.2 リン酸バッファー溶液)と Trypsin-EDTA 
(0.05% Tripsin-EDTA 100 mL, GIBCO-25300-054)を湯浴にて 37℃に温めた。滅菌
済み 10 mL ガラスピペットで、培地を取り除き、5 mL ガラスピペットで PBS
を 3 mL シャーレに加え軽く揺すり、細胞を洗浄した。これを 2 回行った後 PBS
を取り除き、Trypsin-EDTA を 1.0 mL 加え、シャーレをインキュベーター内に
5 分間戻し、細胞をシャーレ底面から剥ぎ取った。その後、シャーレ円状にピ
ペッティングを行い、細胞の塊をほぐした。DMEM 培地 1 mL を加え、良く馴
染ませた後、15 mL チューブへと移し 13 mL にメスアップした。それを 1000 





培地 2 mL を加えた。セルカウンタープレートを用いて、細胞数を計算し、1×105 




ー内へ設置した。比較のために、HeLa 細胞なしの DMEM 培養を同じ培養手順




FMS-1000, Tokyo Rikakikai, Co., Ltd).を用いてを 200 rpm で連続的に攪拌して行
われた。HeLa 細胞を含まない培養培地をインキュベーターから取り出した直後
の TFME 分析に使用した。各世代の HeLa 細胞は、5 mL の HeLa 細胞培養培地
を用いて三回繰り返してサンプリングを行った。抽出温度は、マルチシェーカー
内部温度(30oC)を採用した。DMEM 培地 5 mL を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜
修飾サンプル瓶(膜総重量が 1.0 g、サンプル瓶サイズが 50 mL)に入れ、３時間振
動下で抽出を行った。抽出後、水溶液サンプルを捨て、水洗浄と窒素乾燥を行っ
た。更に、VOCs の脱離は、メタノール(100 L), 30 °C で 30 分間行った。最後
に、メタノールサンプルを 1.0 L 取り、GC に注入した。新鮮な DMEM 培地お
よび無細胞培養 DMEM 培地の抽出分析も同じ手順で行った。 
 






Figure 4.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-
5/PDMS composite thin film. 
 
4.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC
でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー










4.3.1 GC-MS分析による細胞培地中の VOCsの分析 
細胞の最大の代謝を決定するのに細胞の数は重要な因子である[31]。細胞数の
増加と共に代謝成分の濃度変化が顕著になることが予測できる。培養中の HeLa
細胞の実態顕微鏡写真に基づき、最初 1×105 cells/dish の細胞が 4 日間(約 96 時
間)培養し、細胞がコンフルエントに近いまで増殖し、細胞数の最大値が得られ
た(Figure 4.2)。HeLa 細胞の実態顕微鏡の撮影 l によって、培養シャーレから剥
離した HeLa 細胞の直径が約 20 m であることがわかった(Figure 4.3)。96 時間
培養後の HeLa 細胞の平均数が約 10×105 cells/dish に増加し、本研究における




の培養時間を 4 日間に決めた。 






Figure 4.2. Real time images of HeLa cell in culture on dish. Brightness and contrast of 




Figure 4.3. Real time images of HeLa cell in culture on the dish (a), and peeled off from 
the dish in the glass plate for viewing by optical microscope (b), (c). Brightness and 
contrast of the all images were corrected. 
 
細胞培養の in vitro の研究は単独世代の細胞を培養して培地中の VOC 成分変
化を調べる事例が殆どである。なぜならば、長期間継代培養は以前の継代レベル
で同定された細胞株の元の機能的特性を変化させ、細胞の突然変異を引き起こ






研究は、一ヶ月近くの時間をかけ、合計 9 世代の HeLa 細胞培養を行い、世代間
の HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 分子情報を確認した。世代内と世代間の関係
性を明確にし、代謝成分の再現性を強調することを目指した。 
Table 4.1 に HeLa 細胞を培養した後の DMEM 培地を ZSM-5/PDMS 複合膜の
抽出を経て GC-MS 分析した結果である。HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 成分を
調査するために、HeLa 細胞を培養した後の DMEM 培地、HeLa 細胞フリーの培
養した培地および冷蔵庫に保存した培養培地を ZSM-5/PDMS 複合膜によって抽
出し、GC-MS 分析を行い、比較に用いた。Figure 4.4 に、96 時間培養した後の
HeLa 細胞と DMEM 培地および冷蔵庫で保存した DMEM 培地のトータルイオン
クロマトグラム(TIC)である。上記の DMEM 培地は、同じ時期に作製したもので
ある。HeLa 細胞の世代間の変化は連続して HeLa 細胞を培養した培地(9 世代、
培養したサンプルの数は HeLa 細胞が三つ、HeLa 細胞フリーが一つである)を分
析することによって調査した。VOCs の同定は市販の標準試薬との比較をせずに、
(NIST) mass spectral library search on (JEOL version1.5) software によって類似度が
70 %以上のピークのみを行った。 
HeLa 細胞培養培地サンプルは合計 27 個であり、1 回当たりの細胞培養培地か
ら検出された VOC 成分数が約 40 であるが、世代間再現性が示した VOC 成分を
Table 4.1 に示した 32 成分となる。細胞培養培地、細胞フリー培が共通して検出
された VOC 成分のピーク面積を比較して HeLa 細胞培養後に減少した成分が
5(2-Pentanone、cyclohexanone、1-hexanol、benzaldehyde、acetophenone)であり、増
加した成分が 21、新たに検出できた成分が 5(3-hexanol、acetic acid-hydroxy-ethyl 
ester、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol)であり、変わっていない




成分が 2 つ(1-Butanol-3-Methylthio)-propanal)であった。各 VOCs のピーク面積の
比較結果を Figure 4.5 に示した。更に、p 検定を行い、p-value が 0.05 以下であ
る有意な増加または減少傾向が見られた VOC 成分が acetic acid-hydroxy-ethyl 
ester、2-butanone-3-hydroxy、2-propanone-1-hydroxy、propanoic acid-2-hydroxy、
ethanedioic acid 、 2,5-hexanediol-2,5-dimethyl 、 benzaldehyde 、 2,3-butanediol 、
acetophenone 、 benzenemethanol-a-methyl 、 benzyl alcohol 、 dimethyl sulfone 、
phenylethyl alcohol および phenol の 14 成分であった。 
31 成分の中で、同時に培養した DMEM と比べ、顕著に増加、減少または新た
に生成したVOC成分が殆どであり、それらが細胞培養に起因すると考えられる。






Figure 4.4. Comparison of VOCs chromatograms from the medium with cell cultured 
(No. 1), free medium (No. 2) and Methanol blank (No. 3). 
 
 




Table 4.1. The variation of VOCs by the HeLa cell culture. 
 
+ : New released, ↑ : released, ↓ : consumed, = : unchanged compounds. 
 



















本研究は、一ヶ月近くの時間をかけ、9 世代の HeLa 細胞の培養を行い、世代
間の HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 分子情報を確認した。こうすることで、世
代内と世代間の関係性を明確にし、代謝成分の再現性を強調することが目指す。 
上記のように、9 世代の連続培養から得られた結果に基づいて、p-value が 0.05
以下で減少または増加傾向の顕著な 14 成分が HeLa 細胞の代謝に関係性を持つ
可能性が高いがわかる。更に、前世代に渡り、一定の再現性が示された成分が増
加成分 (Figure 4.6)の 2-butanone-3-hydroxy、 2,3-butanediol、 benzyl alcohol、
phenylethyl alcohol およびぞうか減少傾向(Figure 4.7)にある 5-hepten-2-one-6-
methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol である。 




い。2-Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol が増
加傾向にあり(Figure 4.6)、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、
1-heptanol が減少傾向にある(Figure 4.7)。それらの成分が最も HeLa 細胞の増殖
に関わる VOC 分子である可能性が高い。2-Butanone-3-hydroxy は、肝細胞癌
(hepatocellular carcinoma (HCC)および肺癌のバイオマーカーとして報告された。
また、肺癌患者の呼気には、2-butanone-3-hydroxy 濃度が有意に高いと報告され













Figure 4.7. VOCs tended to decrease which showed good intra-generational and inter-
generational reproducibility. 




4.3.3 HaLa細胞培養における VOC代謝パターン 
主成分分析 Principal Component Analysis (PCA)を利用して、HeLa 細胞培養後、
細胞フリー、新 鮮な培地の三つのグループから検出された VOC 成分をグルー
プ分けして、データの全体の見通しを分かりやすくした。Hela 細胞培養培地は
第一主成分(PC1)と第二主成分(PC2)スコアの正値領域にあり、細胞フリー培地は
PC1 の-1 ~ 1 の間、PC2 の-3 ~ -5 の間に位置し、新鮮培地は PC1 の-7 ~ -4、PC2





butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol などがある。
一方で、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol などの減
少傾向にある VOC 成分は、ローディングプロット 2 の-0.4 ~ 0、ローディングプ
ロット 1 の 0 ~ 0.4 に位置し、単独 VOC 分子のピーク面積を比較した結果を一
致していることがわかる。こうすることで、HeLa 細胞の代謝に関係する VOC 成






















            
                                     (b) 
 
Figure 4.8. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA (a) 
Score plot, (b) loading plot. 




































検出された VOC 成分を官能基に基づいて ketone、alcohol、aromatic alcohol、
ether、ester、acid、aldehyde、sulfur-containing、aromatic aldehyde および phenol に
分類した(Figure 4.9)。インキュベーターに DMEM 培養を培養することで、ketone
類が 1.5、alcohol 類が 0.6、ether 類が 5、aromatic aldehyde 類が 2 倍増加し、acid
類が 4、aldehyd 類が 4.6、sulfur-containing 類が 9、phenol 類が 7.5 倍減少した。
Hela 細胞培養後の培地は ketone、alcohol、aromatic alcohol、ether、acid、aldehyde、
sulfur-containing、phenol 類がそれぞれ、2.5、1.2、5.3、2.65、4.4、1.3、1.3、1.4
倍増加し、aromatic aldehyde が 7.8 倍減少し、ester が新たに生成したことがわか






VOC 成分のピーク面積は直接に HeLa 細胞の代謝と関係性を反映できるが、




















Figure 4.10. Analysis of VOCs involved in HeLa cell culture by hierarchical cluster 
analysis. 
 





PDMS のみの膜は HeLa 細胞培養後の培地および細胞フリー培地を抽出し、
GC-MS 分析を行い、PDMS/ZSM-5 複合膜と比較した。Table 4.2 にその結果を示
す。連続 6 世代の HeLa 細胞培養後の培地からは世代内および世代間に良い再現
性が示したのが 9 成分である。 
PDMS のみの膜は同一条件で培養した HeLa 細胞培地から 9 成分しか検出され
ていなくて、PDMS/ZSM-5 複合膜の 31 成分より少なく、検出された VOC 成分
のピーク面積が小さいことがわかる。少量の培地に存在する微量な VOCs は、
PDMS に ZSM-5 抽出材料を複合することによって分析できるようになった。従
来の固相マイクロ抽出法が抽出材の小さい抽出容積、低揮発性 VOC 分子に対す
る不適用性の問題点があるが、PDMS/ZSM-5 複合膜の抽出は多様な VOC 分子の
抽出を可能にした。更に、SPME ファイバーの低再現性を克服するために、数ヶ




2,5-Hexanediol-2,5-dimethyl は PDMS 膜と PDMS/ZSM-5 複合膜が同じ程度のピ
ーク面積を示した。Acetophenone、2-butanone-3-hydroxy、benzaldehyde は PDMS
膜と比べ、PDMS/ZSM-5 複合膜の方がピーク面積が大きいことがわかる(Figure 















Figure 4.11. Comparison of the PDMS single film and the ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 




い。2-Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol が増
加傾向にあり、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol が
減少傾向にある。それらの成分が最も HeLa 細胞の増殖に関わる VOC 分子であ











ミノフェンが 300 mg、dl-メチルエフェドリン塩酸塩が 20 mg、グアイフェネシンが約 42 
mg、無水カフェインが 25 mg、ジヒドロコデインリン酸塩が 8 mg などが含まれている。
成分の詳細は、以下のホームページ（http://www.catalog-taisho.com/04525.php）から





HeLa細胞が 1×105 cell/dish（6 mL）にパブロンの濃度が 1 ppmになるように、細胞
播種時に投与し、96 時間培養した。HeLa 細胞の世代間における再現性実験は、
HeLa 細胞の連続に 4 世代の培養を通じて確認された。Figure 4.12 に HeLa 細胞培
養実験の実態顕微鏡による撮影写真を示す。HeLa 細胞播種時に、パブロンに由来















Figure 4.12. Real time images of HeLa cell in culture with 1 ppm of pabron on dish (a) 
straight after HeLa cell seeding and (b) after 96 hours cultured.  
 
























Figure 4.13. Confirmation of number of HeLa cell culture under normal culture condition 
and pabron administration culture condition and inter-generational reproducibility. 
 
パブロンの投与による HeLa 細胞の VOC 代謝を確認する前に、HeLa 細胞数の
変化を確認した。Figure 4.13 に通常の条件で 96 時間培養した HeLa 細胞数をパ
ブロンの投与後に得られた HeLa 細胞数で割った値を示した。1 世代目から 4 世
代目に渡って、細胞数の比率が 1.055、1.46、1.62、1.95 であり、パブロン投与の
条件下で HeLa 細胞の継続的な培養は、HeLa 細胞数が継代する度に減少してい
たことがわかる。従って、HeLa 細胞培養にパブロンを投与することで HeLa が
ん細胞増殖とアポトーシスを引き起こしたと考えられる。 










膜の抽出を経て、GC-MS の検出可能な量に達していないことや HeLa 細胞に消
費され、他の成分に変換されたことが考えられる。一方で、パブロンの投与によ
って、通常の培養条件で HeLa 細胞の代謝成分である 2-hexanol、2-propanol-1-
methoxy、1-butanol、acetic acid-hydroxy-ethyl ester、cyclohexanone、2-propanoic-1-
hydroxy、nonanal、2,5-hexanediol-2,5-dimethyl、1-octen-3-ol、propanal-3-(methylthio)、
1-octanol、2,3-butannediol、benzenemethanol-a-methyl、1-undecanol および docosanoic 
acid は、検出されなくなった。通常条件とパブロン投与条件で得られた各 VOC
成分の t 検定を行い、成分の有意差を確認し、その結果を Table 4.4 に示した。
有意差を示した VOCs（p-value が 0.05 以下）は、ethanedioic acid、cyclohexanol、
benzaldehyde、oxime-methoxy-phenyl、phenylethy-alcohol となった。 
注意すべきことは、前述のように、HeLa 細胞は、2-butanone-3-hydroxy、2,3-
butanediol、benzyl alcohol および phenylethyl alcohol を排出し、5-hepten-2-one-ethyl、
1-octen-3-ol、benzaldehyde および 1-heptanol を消費する。しかし、パブロンの投
与によって、2,3-butanediol が完全に検出されなくなり、benzyl alcohol が減少し
た。また、減少傾向を示した benzaldehyde と 1-heptanol は、逆に増加したことが
わかる。パブロンの投与は、通常の条件で培養した HeLa 細胞の VOC 代謝と異
なる VOC 代謝メカニズムを示した。それは、HeLa 細胞数の減少に由来すると
考えられるが、HeLa 細胞がパブロンの成分を内部にと取り込んで細胞の VOC
代謝に大きく変更したことが考えられる。各 VOC 成分のピーク面積の比較結果
は、Figure 4.14 に示した。赤いプロットは、パブロン投与後の HeLa 細胞の VOC
ピーク面積であり、緑のプロットは、薬品投与をしていない HeLa 細胞培養の結
果である。更に、Figure 4.15 に得られたパブロンの投与で培養した HeLa 細胞、
投与していない HeLa 細胞培養、冷蔵庫で保管していた DMEM および 96 時間培




養した DMEM 培地の 4 つの試料から得られた結果の PCA 分析結果を示した。
異なる試料団の区別ができ、客観的にパブロン投与による HeLa 細胞の細胞増殖
抑制、アポトーシスまたは VOC 代謝に関与したことを証明した。 
 
Table 4.4. The variation of VOCs metabolism of HeLa cells by administration of pabron. 
 






Figure 4.14. Comparison of peak area of VOCs detected from HeLa cell culture under 
normal and pabron administration conditions. 



































                                     (a) 
































    (b) 
 
Figure 4.15. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA 
(a) cultivation results under different conditions and (b) comparison of two cell cultures 
samples and two DMEM medium control. 
 





本章では、ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄膜の抽出を介した HeLa 細胞培養に関
わる VOC 情報を GC-MS の同定によって解明した。ZSM-5/PDMS ハイブリッド
薄膜は、大きな抽出容積、高い安定性、高感度などの利点を持つため、高感度に
HeLa 細胞培養培地に存在する微量な VOCs の抽出を可能にした。9 世代分の
HeLa 細胞培養培地、細胞フリー培地および新鮮な DMEM 培地の VOC 代謝を比
較することで、有意に増加または減少傾向を示した VOC 成分が存在した。2-
Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol および phenylethyl alcohol は、
増加傾向を示し、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde および 1-
heptanol は、減少傾向を示した。以上の 8 成分は、良好な世代内、世代間の再現
性を示した。主成分分析および階層的クラスター解析を駆使することで、それら
の VOC 成分が HeLa 細胞のバイオマーカーであることを裏付けた。本研究の
ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄膜と GC-MS 分析の併用手法は、高感度な VOC 分
析を実現しただけではなく in vitro 研究の細胞培養に関係する VOC 分子情報を
明確化した。また、HeLa 細胞培養に市販風邪薬であるパブロンゴールドを 1 ppm
程度投与し、培養実験を行った。パブロンの投与は、HeLa 細胞数が通常条件で
同時培養した HeLa 細胞数の平均的に 0.66 倍に減少した。パブロンの投与は、
HeLa 細胞増殖とアポトーシスを誘導したと考えられる。更に、パブロンの投与
後には、2,3-butanediol が完全に検出されなくなり、benzyl alcohol の検出量が減
少した。減少傾向を示した benzaldehyde と 1-heptanol は、それぞれ増加した。パ










































































































ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd
から購入した。PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow 
Corning Ltd から購入した。ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1










容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体と
して使用した。PDMS モノマーに対して重量比が 10 および 20 wt%になるように
ZSM-5 を加えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温
で 3 日間静置し、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS
ハイブリッド膜を 100 C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノール
を振とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加してい






1. コニカルバイアル細胞を液体窒素から出して湯浴に入れて解凍した。  
2. 解凍した細胞を消毒済のクリーンベンチに移した。  
3. 15 mLのプラスチック遠心管にDMEM培地を12 mL程度に入れた。 
4. ピペッターでコニカルバイアル内の細胞をゆっくりピペッティングして全てプラスチ
ック遠心管に移した。  



























を分散させながらディッシュの中の液を全て15 mL遠心管内に入れた。  




6. 遠心管内の液の全量が13 mLになるように培地を加えた。  
7. 遠心分離機を用いて1000 rpm、3分間で遠心分離した。  





に播種し、ディッシュ内の液総量が6 mLとなるように調製したDMEM培地を加えた。  

















































GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC
でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー





培地 3 サンプルと細胞なしの DMEM 培地（細胞ありの DMEM 培地と同じ条件
下で静置）3 サンプル合わせて 6 回の GC-MS 分析を行った。各サンプルの GC-
MS 分析結果から検出された VOCs の中で、世代間再現性を示した VOCs の各成
分の増加および減少する傾向を調査した。その結果を Table 4.1.1 に示す。Ethanol、
2-pentanone、3-hexanol、3-penten-2-one-4-methyl、1-butanol、3-hexanol、2-butanone-
3-hydroxy、cyclohexanone、1-hexanol-2-ethyl、benzaldehyde、1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-




trimethyl、enzyl alcohol、1-undecanol、phenol および hexadecanoic acid の 17 成分
は、培養したすべての HepG2 細胞培養培地から検出された。同じ条件で培養し
た HepG2 細胞ふりーな DMEM 培養の分析結果と比較して、二つの集団の各
VOCs 成分のピーク面積比較を介して、t 検定を行い、その結果を Table 4.1.1 に
示した。分析に用いたサンプルは、全て同様な条件下でサンプリングを行ったた
め、母集団が正規分布に従うと仮定し、パラメトリック t 検定を用いることがで
き、各化合物の p-value を算出した。Table 4.1.1 から、17 種類化合物の内、増加
する傾向が見られたのは、1-butanol、2-butanone-3-hydroxy、 cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol の 5 成分である。減少する傾向が見られたのは、2-
pentanone、cyclohexanone、1-hexanol-2-ethyl、1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-
undecanol、phenol の 6 成分である。パラメトリック t 検定を行った結果として、
増加および減少傾向を示す p-value が 0.05 以下の化合物は、増加傾向の 4 種類
(1-butanol、cyclohexanol、benzaldehyde、benzyl alcohol)と、減少傾向の 4 種類
(cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol)である。ここ
で、0.05 以下の p-value は、データに統計学的有意差や信頼性があることを意味
する。 
HepG2 細胞培養後の DMEM 培地から検出した VOCs の各ピーク面積の比較
を行い、5 世代分の DMEM 培地中の 17 種類化合物のピーク面積をボックスプ
ロットで示している。p-value が 0.05 以下で有意差が見られた VOCs のピーク比




















1 Ethanol 6:01 31 ― 0.5 
2 2-Pentanone 6:25 43 ↓ 0.1 
3 3-Hexanol 6:50 59 ― 0.3 
4 3-Penten-2-one, 4-methyl 8:29 83 ― 0.1 
5 1-Butanol 8:51 56 ↑ < 0.0001 
6 3-Hexanol 9:29 59 ― 0.7 
7 2-Butanone, 3-hydroxy 10:55 45 ↑ 0.1 
8 Cyclohexanone 11:05 55 ↓ < 0.0001 
9 Nonanal 12:19 57 ― 0.2 
10 Cyclohexanol 12:32 57 ↑ < 0.0001 
11 1-Hexanol, 2-ethyl 13:34 57 ↓ 0.1 
12 Benzaldehyde 14:14 77 ↑ < 0.0001 
13 1,3-Dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl 16:18 59 ↓ 0.02 
14 Benzyl alcohol 18:20 79 ↑ < 0.0001 
15 1-Undecanol 19:14 55 ↓ 0.005 
16 Phenol 19:41 94 ↓ 0.004 
17 Hexadecanoic acid 22:00 74 ― 0.3 
 
























Figure 5.1.3. Peak area of VOCs detected in HepG2 cell culture. 






った分析結果を Figure 4-1-4 に示す。相対ピーク面積の有意な増加を示した 1-
butanol、cyclohexanol、benzaldehyde および benzyl alcohol は、減少傾向を示した。 
Cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol および phenol の世代
間変化を示し、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl の 5 世代目を除いて、他の成分は、




Figure 5.1.4. Peak area of 8 VOCs which showed significant increase or decrease. 
 
 


















 (a) (b) 
 
Figure 5.1.5. Analysis of VOCs components involved in HepG2 cell metabolism by PCA 


























































































以上の結果より、1-butanol、cyclohexanol、benzaldehyde、benzyl alcohol の 4 種
類化合物は、5 世代の HepG2 細胞培養後、再現性よく増加傾向を示し、





















































した細胞数は3 × 105となった。実験操作は、以下のように実施した。 
 
1. 消毒済のクリーンベンチに細胞ディシュを入れ、ピペッターで培地を取り
除いて15 プラスチック遠心管に入れた。  
2. 各サンプルの細胞の洗浄、細胞剥離、細胞計数をそれぞれ行った。  
3. 予備用の細胞ディッシュと無添加の細胞サンプルを播種用細胞とし、5個











ターに VOCs の水溶液を入れ、細胞培養を行いながら、VOCs 水溶液から揮発し
た VOCs ガスの暴露を受けさせた。Scheme 1 に示したように、HepG2 細胞の数
が 3×105 cell/dish になるように、6 mL の DMEM 培地に播種し、合計 6 個用意し
た。そして、細胞フリーの DMEM 培地を 2 個分用意した。細胞ありシディッシ
ュ 3 つと細胞なしのディッシュ 1 つをインキュベーターA とインキュベーター
B にそれぞれ、入れた。2 つのインキュベーターは、同じ培養条件になるように
設定した。最後に、インキュベーターB に VOCs 水溶液が入っているディッシュ





Figure 5.2.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-











Figure 5.2.2. Schedule of HepG2 and HeLa, A549 cells culture and GC-MS analysis. 
 
5.2.3結果および考察 
5.2.3.1液相 VOCバイオマーカーの投与による HepG2細胞数の変化 
本実験では、増加傾向の化合物を選択し、薬品投与実験を行った。投与実験の
前、1-butanol, cyclohexanol と benzyldehyde の性質を調べて薬品は投与実験への












Table 5.2.1. Physico-chemical characteristics of analytes used for this chapter. 
 
 
HepG2 細胞に 1-butanol、cyclohexanol、benzyldehyde は、それぞれ、50, 100, 500
および 1000 ppb になるように、液体の VOC 溶液を投与した。VOCs の投与実験
は、すべて 5 世代分の HepG2 細胞の平均細胞数で計算した。その結果、VOCs が
投与していない HepG2 細胞のコントロールサンプルと比較して、cyclohexanol、
benzyldehydeの投与によってHepG2細胞数変化が見られなかった（Figure 4.2.3）。
一方で、50 ppb の 1-butanol を投与した場合は、HepG2 細胞数が投与していない
サンプルより、HepG2 細胞数には、約 35%の減少が見られた。100 ppb の 1-butanol
を投与した場合は、HepG2 細胞数が約 20%減少した。高濃度の 1-butanol（1000 
ppb）を投与した場合は、HepG2 細胞数が約 25%増加した。低濃度の 1-butanol の
投与は、HepG2 細胞の成長に大きい影響を与えたと考えられる。そこで、1-butnaol
は、6 mL の DMEM 細胞培養培地の中で 5, 25, 50, 100, 500, 1000 になるように、
細かい濃度投与実験を行った。その結果を Figure 5.2.3 に示した。25 ppb の 1-




































































Figure 5.2.3. Effect of HepG2 cell activity by administration of VOCs (1-butanol, 
cyclohexanol and benzyldehyde) in liquid phase. 
 
5.2.3.2液相 VOCバイオマーカーの投与による HepG2細胞 VOCs代謝
への影響 
1-Butanol のピーク面積の変化は、予想通りに 1-butanol の添加濃度によって増
加し続け、1000 ppb の投与後に約 3 倍増加したことがわかる。低濃度の 1-bnutanol
の添加によって、cyclohexanol のピーク面積が増加した。その一方で、他の 6 成
分のピーク面積は、いずれも減少していたことがわかる（Figure 4-2-4）。第 2 節
の HepG2 細胞の VOCs バイオマーカーの実験は、1-butanol、cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol は、増加傾向、cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-
trimethyl、1-undecanol は、減少傾向を示したにもかかわらず、HepG2 細胞フリー
なDMEM培地と比べ、1-butanol添加後のDMEM培地から検出した cyclohexanone、






5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol の 4 種類化合物の薬品添加 DMEM 培地
は細胞なしの DMEM 培地より随分低くなるのが見られた、それは薬品の添加に
よる DMEM 培地中の各成分のバランスを崩したと考えられる。1-Butanol の添加
による HepG2 細胞の VOCs 代謝の影響があったものの、その詳細なメカニズム
について今現在まだ解明に至っていないが、これから検討していく必要がある。 






Figure 5.2.4. Changes in VOCs metabolism of HepG2 cell by addition of 1-butanol. 
 
 












































































































































































5.2.3.3 HepG2細胞 VOC代謝の PCA解析 










































Figure 5.2.5. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA 
sore plot. 
  
5.2.3.4ガス状の 1-butanolの暴露による HepG2細胞代謝変化 
1-Butanol (5 ppm水溶液中)の暴露による HepG2、A549および HepG2の細胞数変
化を Figure 4.2.6に示し、ぞれぞれ、6, 4, 4世代を継続に培養した。HepG2、A549お
よびHepG2がん細胞は、1-butanol (5 ppm水溶液中)の蒸気暴露によって、それぞれ、




平均的に約 15%, 5%, 25%が減少した。HeLa と HepG2細胞の減少は、比較的に安定
しているが、A549 細胞は、ある世代が急激に細胞数の増加が確認された。HepG2 細































Figure 5.2.6. Relative cell number of HepG2 and HeLa, A549 cells after exposure to 1-




1-Butanol (5 ppm 水溶液中)の暴露後の VOC 成分を Table 5.2.2 に示した。
HepG2 細胞は、連続に 6 世代培養して、暴露サンプルと非暴露サンプルの数が
共に 18 である。暴露前後の VOC 成分の p-value を求め、結果の有意性を調べ




た。暴露後に、合計 43 成分が検出された。p-value が 0.05 以下である VOC は、
18 成分となった。また、新たに 9 成分が排出されたことがわかった。有意性の
あるVOC成分を分けて、暴露前後のピーク面積の比較を行い、その結果をFigure 
5.2.7 に示す。1-butanol は、72 時間の暴露後に、相対量が約 4 倍増えている。
以上の結果から、1-butanol の暴露は、HepG2 細胞の VOCs 代謝経路に参加し、
代謝成分の大きく変更したと考えられる。 
 
Table 5.2.2. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 









1 Ethanol 6:10 31 0.001 
2 2-Pentanone 6:28 43 0.046 
3 3-Hexanol 6:50 59 0.018 
4 Hexanal 7:39 56 0.03 
5 1-Propanol, 2-methyl- 7:55 43 X 
6 3-Penten-2-one, 4-methyl- 8:27 83 0.001 
7 2,3-Butanediol 8:40 45 0.001 
8 1-Butanol 8:46 56 0.001 
9 3-Buten-1-ol 9:02 42 0.01004 
10 Heptanal 9:08 70 0.0098 
11 3-Hexanol 9:23 59 0.001 
12 1-Methoxy-2-propyl acetate 9:43 43 X 
13 Octanal 10:41 43 0.019 
14 2-Butanone, 3-hydroxy- 10:49 45 0.16 
15 Cyclohexanone 10:59 55 0.0078 
16 Propylene Glycol 11:10 45 0.16 
17 Furan, 2-butyltetrahydro- 11:11 71 X 
18 3-Octanol, 3,7-dimethyl-, (+)- 11:34 73 0.402 
19 1-Hexanol 11:37 56 X 
20 2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- 11:55 43 0.05002 




21 Nonanal 12:12 57 0.0016 
22 Cyclohexanol 12:27 57 0.97 
23 2-Butoxyethyl acetate 13:05 57 X 
24 1-Hexanol, 2-ethyl- 13:30 57 0.92 
25 Benzaldehyde 14:10 77 0.063 
26 2-Methoxy-1,3-dioxolane 14:49 45 0.103 
27 1-Butanol, 3-methoxy-, acetate 16:15 59 0.028 
28 1,3-Butanediol 16:38 45 0.44 
29 2,5-Hexanediol, 2,5-dimethyl- 16:57 59 0.16 
30 Benzenemethanol, a-methyl- 17:36 79 0.001 
31 Benzyl Alcohol 18:17 79 X 
32 Dimethyl sulfone 18:33 79 0.001 
33 2-Benzyloxy-3-methyl-1,4-butanediol 18:40 91 X 
34 (S)-(+)-6-Methyl-1-octanol 19:09 69 X 
35 Phenol 19:34 94 0.041 
36 Heptanoic acid, methyl ester 19:49 74 0.063 
37 Hexadecanoic acid, methyl ester 21:47 74 0.58 
38 Cyclohexanecarboxylic acid, butyl ester 22:12 129 X 
39 Phenol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- 22:28 191 0.16 
40 1-Tetradecanol 23:20 69 0.18 
41 Heneicosanoic acid, methyl ester 23:57 74 0.11 
42 Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis- 24:04 104 0.52 










Figure 5.2.7. Peak area comparison of VOCs metabolic components of HepG2 cell line 
(red) before and (blue) after exposure to 1-butanol (5 ppm in aqueous solution) gas via 
ZSM-5/PDMS composite thin film. 
 
5.2.3.6 VOC蒸気暴露による VOC代謝変動の PCA解析 
Figure 5.2.8 に 1-butanol (5 ppm 水溶液中)蒸気暴露の主成分分析結果を示し
た。N と A は、それぞれ、普通条件下とガス暴露条件を意味する。HepG2 細胞
の培養周期は、約 72 時間のため、暴露と非暴露 HepG2 細胞、または同じ日に
対応する条件下で培養した DMEM 培地の PCA 結果を Figure 5.2.8a に示し、1-
butanol の HepG2 細胞への選択性を確認するために、HeLa 細胞、A549 細胞










 (a) (b) 
Figure 5.2.8. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) HepG2 cell line and 
(b) HepG2, HeLa, A549 cell lines before and after exposure to 1-butanol (5 ppm in 
aqueous solution) gas via ZSM-5/PDMS composite thin film extraction. (Hela and A549 
cell nornal n = 3 and exposure n = 3, HepG2 cell line nornal n = 18 and exposure n = 18). 
 
5.2.3.7高濃度の 1-butanolガス暴露 
これまでに、1-butanol (5 ppm 水溶液中)の暴露実験を行い、HepG2 細胞の細
胞数が約 25%減り、その VOC 代謝成分も大きく変わったことがわかった。1-
butanol 水溶液の濃度を 50 ppm まで増加し、同じ暴露実験を行い、HepG2 細
胞の細胞活動への影響を調べた。 
HepG2, A549,および HeLa 細胞は、連続に 5 世代培養を行った。1-butanol 













1-butanol ガスの暴露にも関わらず、HepG2 細胞の細胞数は、低濃度(5 ppm 水
溶液中)と比べ、更なる減少が確認できていない。50 ppm の 1-butanol 暴露は、
効果的な濃度ではないといえる 
 



































 50 ppm Addition












(a)                                (b) 
Figure 5.2.9. (a) Relative cell number of HepG2 and Hela, A549 cell lines afrter exposure 
to 1-butanol (50 ppm in aqueous solution). (b) Peak areas of 1-butanol recovered from 
the cell culture medium under 1-butanol gas exposure and normal culture condition 
during the continuous culture period of six generations. 
 
















































今回の薬品添加実験では、 3 種類の化合物（ 1-butanol 、 cyclohexanol 、
benzaldehyde）を試みた結果、1-butanol 添加実験では、細胞数の変化が見られ、残り
の 2 種類の化合物は細胞数変化が見られなかった。その原因は、Table 5.2.1 に示す
ように、1-butanol の水溶解度は、他の 2 種類の薬品より遥かに大きいことと HepG2 細













できた。1-butanol ガスの暴露前後の共通成分に 18 成分が有意性を示し、更に、9 成
分が新たに検出された。1-butanol-の暴露は、HepG2細胞の活動に大きな影響力持っ
ている。また、HeLa と A549 細胞にも同様な暴露実験を行った。1-butanol は、HepG2
細胞に対して選択性を持っている。ところが、高濃度(50 ppm水溶液中)の 1-butanolの
暴露は、細胞の数が約 20%減少した。連続した 5 世代の細胞培養にとって再現性を
確認した。1-Butanol ガスは、滅菌水に溶け込んで、細胞培養液への高濃度の 1-




















剤として知られている。GA による細胞活性への影響に関する調査は、in vitro と





ここで、HepG2 細胞に GA を添加し、培養後の VOC 変化を調べる。GA のよ












5.3.2.1抗がん剤の添加による HepG2細胞の VOCs代謝物の分析 
ガンボジック酸（GA）をジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、0.25mg 
/ mL の最終濃度として、ストック溶液を調製し、バイオフリーザーに貯蔵した。
HepG2 細胞（5×103）を 6.0mL の DMEM 培地中で 24 時間培養した。24 時間の
インキュベーション後、HepG2 細胞を異なる濃度の GA（0,0.1,0.25,0.5,0.75mg / 
mL）を投与し、HepG2 細胞と共にインキュベートした。更に、24 時間後、上清
溶液（5.0 mL）を 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 mg/mL の 5 つの濃度の GA を含むインキ











Figure 5.3.1. Structural formula of gambogic acid (GA) and when GA was adjusted with 




ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜のミニディスクは、直径が 10 cm の細胞培養デ
ィッシュに 20 wt%の ZSM-5/PDMS 混合物を 1.0 mL 垂らし、室温で 3 日間乾燥








HepG2 細胞（5×103）を 6.0mL の DMEM 培地中で 24 時間培養した。24 時間の





アル管に入れ、50 L の抽出メタノールを 5 分間室温にて脱離し、メタノール 1 




Figure 5.3.2. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via (a) 
ZSM-5/PDMS composite bottle film and (b) ZSM-5/PDMS composite midi disk. 
 
 





5.3.3.1抗がん剤の添加による HepG2細胞の VOCs代謝物の分析 






Figure 5.3.3. Stereomicroscope images of HepG2 cells cultured with (a,f) 0 and (b,g) 0.1, 




1×105 cell/dish の細胞を播種したが、0.75 g/mL の GA の添加によって、細胞
数が播種前と変わらなくて、HepG2 細胞の増殖が抑えられた。GA の投与量の
増加と共に、HepG2 細胞数が減少し、0.75mg / mL の GA の投与によって、HepG2
細胞数は、80%減少した（Figure 5.3.4）。 
























Figure 5.3.4. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA. 
 
Table 5.3.1. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 
cultured with different concentration of GA. 
 






































Figure 5.3.5. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that were increased or decreased. 





































































































































































































GA の添加によって、HepG2 細胞からの VOC 変化は、Table. 5.3.1 に示した。
Decanoic acid, methyl ester, hexadecanoic acid, methyl ester, diethyl phthalate, 
octadecanoic acid, methyl ester, 9-octadecenoic acid (Z)-, methyl ester は、GA の濃度
に依存し、減少していた。それらの成分は、細胞膜などの細胞自体が持つ成分で
あり、細胞数の減少によって減少したと考えられる。また、Dimethyl Sulfoxide 








VOCs の同時サンプリング手法が必要である。 ここで、ZSM-5/PDMS 複合膜
のミニディスクを HepG2 細胞培養液に入れ、GA の添加による VOC 成分変化
を調査した。 
HepG2 細胞培養液に、ZSM-5/PDMS のミニディスクを入れ、更に、GA を添











っている。GA の添加によって、HepG2 細胞数が濃度に依存し減少した（Figure 
5.3.6）。 
Table 5.3.2 に GA 添加後のミニディスクによる VOCs 分析の結果を示す。
Decanoic acid-2-methyl 、 pentadecanoic acid-14-methyl-methyl ester 、 2-
methylheptanoic acid、phenol、benzyl alcohol、1-hexanol, cyclohexanone お
よび 1-butanol は、GA の影響を受けて、減少したことがわかった(Figure 5.3.8)。
2-tridecanone と benzaldehyde は、GA の添加濃度の増加によって増加または
減少していた(Figure 5.3.7)。 
 

























Figure 5.3.6. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA via 









Table 5.3.2. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 

























































Figure 5.3.7. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that showed concentration dependence via 






























 Decanoic acid, 2-methyl-





























 Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester
DMSODMEM





































































































Figure 5.3.8. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that showed concentration dependence via 



















































































































































本節では、HepG2 細胞培養に、抗がん剤である GA を 0、0.1、0.25、0.5、0.75 
mg/mL になるように投与し、HepG2 細胞数と VOCs 代謝の両方を調べた。0.75 
mg/mL の GA の投与によって、HepG2 細胞がほぼ 100%死滅したことがわかる。
HepG2 細胞培養から、32 成分が検出され、その中で decanoic acid-methyl ester, 
hexadecanoic acid-methyl ester, diethyl phthalate, octadecanoic acid-methyl ester, 9-
octadecenoic acid (Z)-methyl ester は、GA の添加量に比例して、減少したため、そ
れらの VOCs 成分は、HepG2 細胞の潜在的なバイオマーカーである可能性が高
い。しかし、第 2 節で説明したように、HepG2 細胞は、1-butanol、cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol の 4 種類化合物は、増加傾向を示し、cyclohexanone、
1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol の 4 種類化合物は、減少傾向




5/PDMS 薄膜のミニディスクは、HepG2 細胞培養培地から 24 成分を再現性良く
検出し、優れた抽出特性を持つ。GA の投与によって、decanoic acid-2-methyl, 
pentadecanoic-14-methyl-methyl ester, phenol, benzyl alcohol, 1-hexanol, 
cyclohexanone, 1-butanol の減少が見られた。Benzyldehyde、2-tridecanone は、
GA の投与濃度に依存して増加したことがわかる。1-Butanol、cyclohexanol、








HepG2 細胞の真の VOCs バイオマーカーではない可能性が高い。同様に、
cyclohexanone、phenol は、HepG2 細胞培養の減少傾向を示した VOCs であるが、
HepG2 細胞数の減少と共に、増加したため、抗がん剤を投入していない条件と
同じ傾向を示した。そのため、cyclohexanone、phenol は、HepG2 細胞の真の VOCs
バイオマーカーではない可能性が高い。第 2 節に、HepG2 細胞培養に 1-butanol、
cyclohexanol、benzaldehyde を HepG2 細胞培養に投与し、細胞生存率は、低濃度
の 1-butanol の投与のみ減少した。従来の抗がん剤と本研究で発見した新たな































































































































































































Figure 6.1. emical structures of the compounds used for film preparation and schemetic 
illustration of an LPG fiber. 
 


























Figure 6.2. The relationship between the grating period and the wavelength at which 
coupling occurs to a set of symmetric cladding modes (LP0,20–LP0,25), where numbers 
refer to the order of the cladding mode, LP0x, assuming that the LPG was fabricated in 
an optical fiber of a cut off wavelength of 670 nm[24]. 
 











った。Figure 6.3aに示したように、LPG 光ファイバーを 0~80 wt%のスクロースの溶液
に浸漬すると、675および 825 nm付近にある二つの減衰バンドのシフトが観察されて
RIの増加を測定でき、Figure 6.3b にまとめた。また、格子周期が 110.8、110.9、111.1
および 111.3 μmの LPGセンサーの屈折率測定は、異なる濃度のスクロース水溶液を
利用した間接的に確認され、その結果を Figure 6.4に示した。 





Figure 6.3. (a)Transmission spectra of the LPG (100 μm) in Sucrose solutions of different 
concentrations. (b)Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. 
RI data of Sucrose solutions are taken from the reference. 
(a) (b) 





Figure 6.4. Transmission spectra of the LPG (110.8, 110.9, 111.1, 111.3 μm) in Sucrose 
solutions of different concentrations. Dependence of the wavelength shift upon the 
Sucrose concentrations. RI data of Sucrose solutions are taken from the reference. 










バー上にSiO2粒子とPoly diallyldimethyl ammonium chloride) (PDDA)の相互積層膜
(SiO2/PDDA)5PDDA) を 作成 し 、 膜 表面 に高機能性材料の ポル フ ィ リ ン























































































分子の一次元鎖を形成する J 会合体と呼ばれる色素分子の集合体は、1936 年に
Jelly と Scheibe によりそれぞれ独立に発見され、Jelly の頭文字をもって命名された
[39]。この J 会合体は環状ではなく準一次元的なリボン状と考えられており、励起状態
が非局在化するという特徴を持つ。 





くの共鳴構造が存在するが、そのうち寄与の大きいものは 18員環の 18 π電子である。






































Figure 6.6. Schematic of the deposition of a film containing PDDA and TSPP onto an 




OH OH OHOH OH
(2) PDDA deposition
for 15 min
(3) Rinsing and drying
(4) TSPP deposition
for 15 min
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 (a) (b) 
 
Figure 6.7. Changes in the transmission spectra of the LPG optical fiber as the number 
of layers deposited (marked next to each line) increased, when the outermost layer was 
(a) PDDA and (b) TSPP. 
 
Figure 6.8に示したように、水溶液中のTSPPと比較し、PDDA/TSPP交互積多層膜


































































 (a) (b) 
 
Figure 6.8. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP alternate film produced using 
five deposition cycles when the outermost layer was (a) PDDA and (b) TSPP. The insert 
in (b) shows the relationships between the absorbances at 429, 485, and 700 nm and the 




Figure 6.9. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP film deposited using five cycles 
before and after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution, 
and transmission spectra of a PDDA/TSPP film deposited using fifteen cycles before and 
after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution. 
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(a)                           (b) 
 
Figure 6.10. (a) Changes in the transmission spectra and (b) responses of the sensor when 
the LGP sensor coated with a PDDA/TSPP film produced using fifteen deposition cycles 






































































 1st band wavelength shift

























 1st band  transmission change
 2nd band  transmission change






Figure 6.11. Comparison of the wavelength shifts after exposed to 100 ppm ammonia 
and the transmission changes obtained using the sensors with films produced using six, 
nine, and fifteen deposition cycles. 
 
PDDA/TSPP 膜で修飾された LPG センサーがアンモニアを検出するメカニズムを
Figure 6.12に示す。最初に、TSPP分子は、主に PDDA層上の J-凝集体の形態で吸
着される。TSPP をアンモニアガスに暴露すると、TSPP が脱プロトン化され、単量体状
態に戻る。これは、J会合体をひずませて希釈し、膜の RIを減少させ、膜の TSを変化
させる。PDDA/TSPP 膜が HCl 蒸気に曝されると、TSPP は、再びプロトン化され、J 凝
集体が膜内で形成され、RIを増加させる。 
Figure 6.12の UV-vis スペクトルから明らかに示したように、TSPPは、HClおよびア
ンモニアの存在によって引き起こされるプロトン化および脱プロトン化反応によって、
H2TSPP
2-および TSPP4-の間で変換することができる。膜をアンモニアおよび HCl に繰
り返し曝露すると、NH4Cl が副生成物として生成される。必要に応じて水洗することに
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pH条件下で生成される単量体 TSPP4-（遊離塩基形態）は、413 nmに強い Soretバン




めに J 会合体を形成することができる。これが起こると、Soret バンドが 485 nm で生成
され、Qバンドが 700 nmで生成される。アンモニア分子は、TSPPの J-凝集体からプロ





ート上に堆積し、HCl 蒸気処理した 10 サイクル膜を暴露した後の UV-vis 測定を行っ
た。クロロホルム、アセトン、メタノール、エタノール、酢酸、ベンゼン、トルエンなどの有
機揮発性物質の UV-vis スペクトルには、明確な変化は観察されなかった。2 つの














Figure 6.12. (a) Evolution of the UV–vis absorption spectrum of a PDDA/TSPP film 
produced using five deposition cycles on a quartz plate. The black line is for the as-
prepared film, the green line for the film after it had been exposed to HCl vapor produced 
by a 1.0 M HCl solution, and the blue line is for the film after it had been exposed to ca. 
500 ppm ammonia gas. (b) Schematic of the mechanism through which the PDDA/TSPP 
film deposited on an LPG fiber senses ammonia. 
 
 








After exposure to NH3 gas
























































































































































































pH を調整することができる。カチオン性ポリマーの Poly(allylamine hydrochloride) 
(PAH)、poly(diallyl dimethyl ammonium chloride) (PDDA)およびアニオン性ポリマー
の Poly(acrylic acid) (PAA)は、多くの特異な性質を示すことができることから、最も研
究されている高分子電解質である。PAA ポリアクリル酸は、アニオン性高分子電解質




Figure 6.13. Chemical structures of the compounds used for film preparation and 




































PAH/PAA または PDDA/PAA 膜の堆積中、LPG の TS は劇的な変化を受ける。
Figure 6.14a,b にそれぞれ示されるように、2 つの代表的な共鳴バンドは両方の場合
において反対方向にシフトする。堆積サイクル当たりの平均波長シフトは、PDDA/PAA
膜については第 1および第 2の共鳴バンドについてそれぞれ 3.4および 5.5 nmであ
り、PAH / PAA膜についてはそれぞれ 8.9および 13nmであると推定される。最外層が





























































 (a)                          (b) 
 
Figure 6.14. TS changes of the LPG optical fibre after deposition of PAA: (a) PAH/PAA 
and (b) PDDA/PAA films, respectively. 
 
コーティングされた LPG 繊維をアンモニア濃度の増加にさらすと、第 2 の共鳴バン
ドの直線的な波長シフトが両方の場合で観察された（Figure 6.15）。Figure 6.15 のデ
ータから計算された検出限界（LOD）は、それぞれ 7 サイクルの PAH/PAA および
PDDA/PAA 膜について 10.7 ppm および 2.3 ppm（3σ=0.47nm）であると推定された。
センサー応答は、PAA 溶液を用いて LPG センサーを約 3 分間洗浄した後に再生す


































































































 (a)                          (b) 
 
Figure 6.15. (a) TS changes of the LPG fibre modified with a 7-cycle PAH/PAA film at 
the exposure to different concentrations of ammonia gas and (b) dependence of 
wavelength shifts and TS changes of the 2nd resonance band upon the ammonia gas 
concentration. 
 
Figure 6.16 は、すべての場合でシミュレーション結果と一致している Si ウエハ上に
調製 PAH/PAA 膜（データは示していない）の反射スペクトルを示す。7 サイクル
PAH/PAA 膜の厚さは約 10 μm であると推定された。Si 基板上のその反射スペクトル




から 180 nmの厚さを示し、堆積された各二重層は約 10 nmの厚さを示す。25±3 nm。
得られた RI値および厚さ値は、アンモニア結合のために PAH/PAA フィルムの OT の
変化を計算するためにも使用することができる。1000 ppm のアンモニアガスに暴露し
た後、Figure 6.16eに示すように、干渉極大における 116 nmの波長シフトが観察され




















































Figure 6.16. (a) Reflection spectra of the films with different PAA deposition layers and 
(b) film thicknesses calculated from the reflection spectra. (c) Reflection spectra of the 7-
cycle PAH/PAA film after exposure to different concentrations of ammonia gas and (d) 
































































3000 ppm）に暴露する前後に記録された PDDA/PAA7層膜および PAH/PAA7層膜の
表面形態の AFM画像を示す。PDDA/PAA膜および PAH/PAAの 7層膜の表面平均







よび 42.0±6.3 nmの平均厚さを有することが見出された。したがって、個々の PAHおよ
び PAA層の厚さを約 6 nm、30 nm と予測することができる。一方、アンモニアガス暴露
後、PAH/PAA 膜では 36.2±7.1 nm から 43.2±11 nm に、また、PAH/PAA 膜では
42.0±6.3 nmから 22.8±6.7 nmに膜厚みが変化した。 
 
 
(a)                (b)               (c)                (d) 
 
Figure 6.17. AFM images of the surface morphology of the 7-cycle (a and b) PDDA/PAA 
and (c and d) PAH/PAA films before (a and c) and after (b and d) exposure to ammonia 
gas (3000 ppm), respectively. 





Figure 6.18. (a) Thickness changes of the PAH/PAA and (PAH/PAA)1PAH films after 
exposure to ammonia gas (3000 ppm). Schematic illustration explains the mechanism of 
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Figure 6.19. Schematic illustration of the morphology change in the PAH/PAA film after 

























































2TiF6（100 mM）、H3BO3（500 mM）およびTMPyP（1.0 mM）水溶液を含むLPD反応溶














Figure 6.20. Chemical structures and abbreviations of the compounds used for molecular 




Figure 6.21. Schematic illustration of the process of modifying the surface of the optical 



























































Figure 6.22. TS of the LPG optical fiber upon deposition of the (a) TMPyP/TiO2 film and 
(b) NI-film for 4.5 h, and after heat-treatment at 60 °C (humidity 90 %) for 12 h, measured 
in water and air. 
 
Figure 6.22 は、60℃で 12 時間の熱処理前後の TMPyP/TiO2膜と NI 膜の表面形
態を比較している。対照的に、TMPyP/TiO2膜は均一なナノサイズの粒子（約 5~10 nm）
から形成される（Figure 6.22c）。両方の膜について 60℃での熱処理後に構造変化は




















Figure 6.23. Comparison of the SEM images of the films deposited on silicon wafers. (a) 
NI-film after 4.5 h deposition and (b) after 12 h heat treatment at 60 °C. (c) TMPyP/TiO2 
film after 4.5 h deposition and (d) after 12 h heat treatment at 60 °C; The insets in (b) and 
(d) show photographs of the NI-film and TMPyP/TiO2 film prepared on the silicon 
substrate, respectively. 
 
LPD に基づく TiO2 膜は、式（1）の反応に従って光ファイバーの表面上に堆積させ
ることができる。（2）および（3）を満たす。TiO2 の表面は、水溶液中で容易にヒドロキシ
ル化され、2 つの特有のヒドロキシル基を形成する（式（4））。TMPyP の p-トルエンスル
ホン酸（p-CH3-ph-SO3-）対アニオンとの TiO2 表面上のヒドロキシル基のイオン交換反
応（式（5））を介して、TMPyPが TiO2マトリックスに組み込まれる可能性がある。周囲の
水溶液の pH は TiO2の表面状態に影響を及ぼし、表面電荷はある pH でバランスす
る。調製したままの TMPyP/TiO2 膜の表面電荷は、式中の酸塩基平衡に従って制御
することができる。（pH）（HCl処理）およびより高い pH（アンモニア処理）にそれぞれ対
応する（6）および（7）膜の HCl 処理は、TMPyP と TiO2 マトリックスとの間の静電相互
作用を弱くする。その結果、TMPyP分子を膜から除去することができる。 
 
(NH4)2TiF6 + 2H2O → TiO2 + 2NH4F + 4HF                   (2) 
           H3BO3 + 4HF → BF4– + H3O+ + 2H2O                      (3) 




Ti–O–Ti + H2O → 2TiOH                              (4) 
4TiOH + TMPyP4+(4p-CH3-ph-SO3
–) → 
 4TiO– + TMPyP4+ + 4p-CH3-ph-SO3H               (5) 
TiO– + H+ → TiOH                                 (6) 






















Figure 6.24. TS of the MI-film-modified LPG upon rebinding with different 
concentrations of TMPyP in (a) water and (b) air. (c) Calibration curves plotted from 
wavelength shifts of the 1st and 2nd resonance bands in water, and the 2nd resonance 
band in air. 
 
Figure 6.25は、MIおよび NI膜のテンプレートおよびゲスト分子への暴露時の第 1
および第 2 の共鳴バンドの波長シフトを比較する。NI 膜は、2〜7 nm の波長シフト範
囲において試験された化合物の全てに対して小さな応答を示す。興味深いことに、MI
膜および NI膜の両方における MAおよび TAは、鋳型と比較して比較的大きな結合
を示す。この反応は、分子内に 6 個と 3 個のカルボキシル基を有するため、MA と TA
の場合の分子間水素結合に起因すると考えられる。これらの中で、いくつかのカルボ









Figure 6.25. Comparison of the wavelength shifts upon exposure to the template and 
guest molecules for the MI- and NI-films. 
 
Figure 6.26b は、UV 光（λ= 352nm）の照射による色素濃度の減少を示す。熱処理











Figure 6.26. (a) UV–vis absorption spectra of the MI-film before and after heat treatment 
at 60 and 90 °C and upon TMPyP removal and rebinding in a 100 μM solution. The pink 
line shows the UV–
of TMPyP on the MI-films, which are prepared without heat treatment (black line), with 
heat treatment at 60 °C (red line), and with heat treatment at 90 °C (blue line), under UV 
irradiation assessed from the absorbance at 422 nm. 
 
第 1 および第 2 の共鳴バンドは、UV 照射下では 46 および 85nm、屋内可視光下
では 47 および 89nm の反対方向にシフトを示した（Figure 6.27a）。Figure 6.27b は、
800nmで測定したMI膜改質 LPGセンサーの動的強度変化を比較している。TMPyP
の吸着速度は、UV照射下の最初の 10分間で、屋内可視光よりも速い。興味深いこと











Figure 6.27. TS of the MI-film-modified LPG sensor prepared to explore its 
photocatalytic activity and (b) dynamic intensity changes of the MI-film-modified LPG 


























鳴(Surface Plasmon Resonance, SPR)と呼ぶ[73]。 









様々な AuNPs の合成法が今でも検討されてきたが、1951 年に Turkevitch によるテト
ラクロロ金(Ⅲ)酸四水和物のクエン酸還元法が広く利用されている[82]。また、1973 年
に Frensは、クエン酸三ナトリウムと塩化金の比率を変えることで AuNPsのサイズ(16～
















象とした。Figure 6.30aに c-AuNPs溶液にスペルミン水溶液を混合した後の UV-visス
ペクトルを示した。スペルミンの濃度増加(0, 0.5, 1, 3, 5, 50 M)につれて、520 nmの c-
AuNPs の吸光度が減少した。これは、混合溶液中の c-AuNPs 濃度がスペルミンの添
加によって減少したためである。しかし、3 M のスペルミン水溶液を混合した場合(混
合液中のスペルミンの濃度は 1.5 M)、520 nm の SPR 吸収バンドが 660 nm 付近の
長波長側にシフトした。更に、より高濃度のスペルミン水溶液(5 M以上)の混合によっ
て 700 nm 付近に c-AuNPs の SPR カップリングによる新しい光吸収バンドが観察でき
た。 
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Figure 6.30. (a) UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different 
concentrations and (b) dynamic responses obtained from the formula of A520+1/A700+1. 
 
c-AuNPs とスペルミンを混合した後の 520 nm と 700 nmの吸光度比を Figure 6.30b
に示した。5 M以上のスペルミン水溶液を混合することによって、700 nmの吸光度が
520 nmの吸光度を上回り、混合してから約 10秒後に 700 nmの吸光度が最大に達す
る素早い反応を示した。Figure 6.31aの光学イメージから分かるように、3 M以上のス
ペルミン水溶液の混合によって c-AuNPs 水溶液が赤色から紫色へと変色した。しかし、
c-AuNPsの凝集による沈殿は見られなかった。Figure 6.31bに 5 Mのスペルミンと c-










Figure 6.31. (a) Visual color changes of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at 
different concentrations (from 0 to 50 μM). (b) TEM image of aggregated c-AuNPs in a 
SPM solution at 2.5 M. 
 
本研究で用いた 20 nmの c-AuNPsは、約-0.35のゼータ電位と約 6.8の pHを示し、
表面が若干負に帯電している。一方、Figure 6.32に示すように、0～50 μMのスペルミ
ン水溶液の pH は 8.7 以下である。スペルミンの一級および二級アミノ基の pKa がそ
れぞれ 10.9 と 8.9であることから[85]、スペルミンの全てのアミノ基がプロトン化され、正
に帯電していることが分かる。しかし、スペルミン水溶液に c-AuNPs を混合した場合、




裏付ける。混合溶液中の c-AuNPs とスペルミンの酸塩基相互作用による c-AuNPs の
凝集が起こり、700 nm付近に新たな光吸収バンドが現れたと考えられる。 
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Figure 6.32. pH of SPM solutions at different concentrations with (○) and without (□) c-
AuNPs. 
               RNH2  +  H2O  ⇄  RNH3+  +  OH¯         (7) 
RR'NH  +  H2O  ⇄  RR'NH2+  +  OH¯      (8) 




AuNPs 溶液と混合した後の 520 nm と 700 nm の吸光度比を計算した結果を Figure 
6.33に示した。c-AuNPsの凝集による 700 nmの光吸収バンドが観測できる濃度は、ス
ペルミン、スペルミジン、ジアミンブタン、ジアミノへキサン、ジアミノドデカンに対して、
それぞれ 5, 7, 23, 258および 25 μMであり、それぞれの検量線の傾きが 0.12, 0.057, 
0.018, 0.0090 および 0.0015 μM⁻1と小さくなる。スペルミンの変色まで約 10 秒の時間
がかかることに対し、スペルミジン, ジアミノへキサン, ジアミンブタン, ジアミノドデカン
の反応時間は、それぞれ約 50, 100, 300, 1000秒と長かった。従って、c-AuNPsはスペ
ルミンまたはスペルミジンに対して比較的に高い検知感度と選択性を示すことが分か
る。 
























































Figure 6.33. Calibration curves of A520+1/A700+1 vs. concentrations of amine compounds 
including c-AuNPs. Inset shows a linear dependence of A520+1/A700+1 on the DAH 
concentration. 
 
スペルミンの pKa の値から分かるよう、スペルミンは水中で 4 つのアミノ基が全て正
に帯電している状態を保つ。また、ジアミンブタン、ジアミノへキサン、ジアミノドデカン










の溶液量を 150 μLに固定し、5 μM のスペルミン水溶液の混合比を変化しながら、混




合溶液の UV-vis スペクトルを測定した(Figure 6.34a)。10 μL と 30 μLのスペルミンを
添加した場合は、520 nmの吸光度が減少し、50 μLを加えることで 650 nm付近に新
たな吸収バンドが現れ、更に 90, 120, 150 μLの添加量の増加に伴って 700 nmに SPR
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nAu と LAu は、それぞれ c-AuNPs 溶液中の粒子の数(nAu = 6.54×1011 nanoparticles 
mL⁻1)[87]および溶液の体積(LAu = 150 μL)である。Cs と Ls は、スペルミン溶液の濃度
(Cs = 5 μM)および体積(Ls = 90 μL)を表す。NA は、アボガドロ定数(NA = 6.023×1023 
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Figure 6.34. (a) UV-vis spectra changes of c-AuNPs due to addition of a different volume 




少し、検知能力の低下が予測できる[74,79]。本研究では、粒径が 20 nm および 5 nm
の 2種類の c-AuNPsを使用し、粒子サイズ効果を調べた。Figure 6.35に 2種類の c-
AuNPs を用いたスペルミン(5 μM)の検知結果を示した。凝集前の 2 種類の c-AuNPs
は、両方とも 520 nm 付近に SPR 吸収バンドをもつ。Figure 6.35a に示す 5 nm の c-
AuNPs の場合、スペルミン溶液の添加により反応溶液中の c-AuNPs 濃度が半減し、
吸光度が約半分に減少したが、600～700 nm における SPR 吸収バンドの変化は殆ど
見られない。一方、Figure 6.35b に示した 20 nm と 5 nm の混合 c-AuNPs では、同じ
波長領域において 5 nmの c-AuNPsより SPR吸収バンドが著しく右側にシフトすること
が確認できる。SPR吸収バンドの長波長側へのシフトは、スペルミンによる c-AuNPsの
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Figure 6.35. UV-vis spectra of c-AuNPs with (a) a diameter of 5 nm and (b) a 1:1 mixture 
of 5 and 20 nm in diameter in an aqueous solution of SPM at 2.5 μM. 
 










20 nmの c-AuNPsとポリアミンとの反応による最大吸収波長が 700 nmにおいて現れ、
Oishi らによって検証された同じ粒子サイズの結果(650 nm)より大きい。これは、Oishi
らが用いたカチオン性ペプチドに比べてポリアミン(特にスペルミン)のより柔軟な分子
構造や分子サイズが AuNPs の凝集に有利に働いていることを意味する。c-AuNPs の








健常者 3 名の原尿とそれに前立腺がんの病理学レベルのスペルミン(5 μM)を添加
した尿サンプルを用いて c-AuNPsによる比色分析を行った(Figure 6.36)。本研究で用
いた 20 nm の c-AuNPs によるスペルミンの検知限界は、5 μM 以下であり、前立腺が
ん患者の尿中スペルミンが検知可能な濃度である。健常者 3名(A, B, C, Figure 6.36b-
d)の原尿と c-AuNPs を混合した場合、520 nm の SPR 吸収バンドがそれぞれ、544, 
607, 612 nm付近の長波長側へとシフトし、混合状態での c-AuNPsの凝集が確認でき
た。更に、前立腺患者の尿中スペルミンのレベル(5 μM)に濃度を調整した場合、それ















Figure 6.36. UV-vis spectra of c-AuNPs with a diameter of 20 nm (solid line in all 
figures) when diluted with (a) water and urine samples from three healthy volunteers: (b) 
A, (c) B, and (d) C with (dotted lines) and without (dashed lines) 2.5 μM SPM, 
respectively. 
 
Figure 6.37の UV-vis スペクトルから分かるように、500 μMの高濃度のアミノ酸を混
合した場合、c-AuNPs の凝集は見られず、520 nm において c-AuNPs の SPR 吸収バ
ンドのみが確認できた。リシンのように分子内に 2 つのアミノ基をもつ塩基性のアミノ酸































を当てている[96,97]。Poly(acrylic acid)/poly(allyamine hydrochloride) (PAA/PAH)また


























1(0.059 g, 0.16 mmol)を 30 mL の hydrogen tetrachloroaurate (III) tetrahydrate (0.16 
mmol)水溶液に添加し、室温で 5 分間撹拌した。更に、混合溶液に新しく調製した
sodium tetrahydroborate (5.0 mL, 0.16 mol)水溶液を滴下し、3時間激しく攪拌し続け
た。混合溶液を放冷した後、アセトン(300 mL)を混合物に滴下して、粒子が沈殿する










Figure 6.38. Schematic illustration of synthesis of cationic gold nanoparticles (AuNPs+). 
 
作製した AuNPs+は、水中で安定であり、Figure 6.39aに示すように 520 nmで明確
な SPR バンドを示した。TEM 観察と DLS 測定の結果から、Figure 6.39b に示すよう
に、合成した AuNPs+は、平均粒径が約 5 nm であり、参考文献の 16、17 とよく一致し
ている。したがって、1で保護した AuNPs+の全体の大きさは、約 10 nmであると推定さ
れる[16,17]。石英基板上に PAA と PSSの交互層を有する AuNPs+の膜堆積に起因す
る UV-可視スペクトルの変化を Figure 6.40aおよび bに示す。膜数が増加するにつれ
て、吸光度は、200~500 nmのスペクトル領域において増加する。さらに、両方の膜は、
可視領域において約 544 nm の UV-vis スペクトルにおいて顕著なバンドを示した。こ
の吸収帯は、二重層数の増加に伴って直線的に増加し、石英基板上で均一な膜成

















Figure 6.39. (a) UV–vis spectrum of AuNPs+ (0.5 mg mL-1 in water) and (b) TME image 
of AuNPs+. Inset of (a) shows the size distribution diagram of AuNPs+. 
 
520 nmにあった AuNPs+の SPRバンドは、膜体積後、544 nmに 24 nmのレッドシフ
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 (a)                                 (b) 
 
Figure 6.40. UV–vis spectral changes during the 10-cycle film deposition of AuNPs+ 
with an alternate layer of (a) PAA and (b) PSS on quartz substrates. Insets show 





RN+(CH3)3 Br‾ + R'SO3‾ Na+ ⇄ RN+(CH3)3‾O3SR' + Na+Br‾           (10) 
RN+(CH3)3 Br‾ + R'CO2H ⇄ RN+(CH3)3‾O2CR' + H+Br‾               (11) 
 
AuNPs+/PAA 膜の場合には、1 wt％アンモニア溶液から蒸発したアンモニアガス
30分間膜を暴露し、HCl水溶液(0.1 M)に 15分間浸漬した後に測定した UV-vis スペ
クトルは再現可能であった(Figure 6.41a)。299 nm と 544 nmでの吸光度変化は、5回
の反復試験で 0.043±0.0033 と 0.0053±0.0013 であった(Figure 6.41b)。AuNPs+/PAA
膜におけるこの光学的変化は、PAA の脱プロトン化またはプロトン化に起因する。これ
は、通常 LbL 多層膜の形態変化を誘発する[8]。膜中の PAA ポリマー層の膨潤およ
び収縮は、AuNPs+の SPR 吸収に影響を及ぼす可能性がある。しかしながら、544 nm


















































での SPR 吸収ピークに波長シフトは、観察されなかった。恐らく、520 nm から 544 nm
への大きな AuNPs+の SPR バンドの波長シフトは、膜中の AuNPs+の過密な充填に起
因すると考えられる。 
Figure 6.41cは、膜をアンモニアガスに 30分間暴露し、HCl水溶液に 15分間浸漬
した後の AuNPs+/PSS の 10 層膜の UV-vis スペクトルを示す繰り返し試験から有意な






Figure 6.41. (a, c) UV–vis spectra measured after the film was exposed to the ammonia 
gas vaporized from a solution of 1 wt% ammonia for 30 min and immersed in a solution 
of HCl in water (0.1 M) for 15 min for the 10-cycle AuNPs+/PAA and AuNPs+/PSS films, 
respectively. (b, d) Shifts of SPR absorption maximum and absorbance changes at 299 
and 544 nm for each film. 
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Figure 6.42. Comparison of FTIR spectra of (a) 1 and a 10-cycle AuNPs+/PAA film on 
a gold-coated glass substrate (b) before and (c) after exposure to ammonia gas and (d) 
after HCl treatment. Adopted wavenumbers: (i) 3296, (ii) 2917, (iii) 2850, (iv) 1720, (v) 
1639, (vi) 1544, (vii) 1453, and (viii) 1414 cm−1. 

















Figure 6.43 に示すように、AuNPs+/PAA 膜の厚さの減少は、膜密度の増加に関す
る我々の仮説を証明する。アンモニアへの結合のための検出機構は、アンモニアと
PAAのカルボン酸部分との間の酸―塩基相互作用に基づいていると考えることができ
る。その結果、COOH 官能部分は、―COO―への変換を受け、PAA 層と AuNPs+層と
の間の静電的相互作用を増強することができる。PAA が PDDA または PAH と結合し
た場合に得られた結果と同様の感知性能が観察される[90,91]。FTIR と AFM の結果
に基づいて、AuNPs+/PAA膜の収縮は、アンモニアの吸着によって引き起こされると結
論付けることができ、これは主にAuNP+の近UV領域で大きな光学的変化をもたらす。 






Figure 6.43. Schematic illustration of the correlation between the optical and 























(a) Due to film deposition (b) After exposure to 
ammonia gas
(c) After HCl treatment
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カチオン性金ナノ粒子(AuNPs+)と poly(acrylic acid)(PAA)や poly(sodium 4-styrene 
sulfonate)(PSS)のアニオン性高分子電解質の自己組織化 layer-by-layer(LbL)多層膜
を利用した光学ガス検知を実証した。AuNPs+/PAA 膜は、アンモニアに対して光学的
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